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1. Einleitung 
1.1.Atherosklerose und koronare Herzerkrankung 
1.1.1. Bedeutung der Atherosklerose 
Die Atherosklerose ist die bedeutendste Todesursache in den westlichen Industrienationen. 
Atherosklerotische Läsionen sind Ursache klinischer Erkrankungen wie koronare Herzkrank-
heit (KHK), Aneurysmen, arterielle Verschlusskrankheit (AVK), vor allem der unteren Ex-
tremität und zerebrovaskulärer Erkrankungen (139). 
Die koronare Herzerkrankung ist klinisch und sozioökonomisch die schwerwiegendste Mani-
festation der Atherosklerose. Etwa 30 % aller Todesfälle lassen sich auf den akuten Herzin-
farkt oder dessen chronischen Folgen zurückführen. Zwar ist heute, durch ein verbessertes 
Verständnis der Pathogenese, verbesserte Therapieoptionen und eine verbesserte Gesund-
heitsaufklärung die Inzidenz der KHK leicht rückläufig, dennoch bleibt sie die Haupttodesur-
sache der westlichen Industrienationen (104). 
 
1.1.2. Das Risikofaktorenkonzept der KHK  
Das Risikofaktorenkonzept der Atherogenese im Allgemeinen und der KHK im Speziellen 
basiert auf den Ergebnissen von großangelegten, epidemiologischen Langzeitstudien. Heraus-
ragend aus einer Vielzahl an Studien, ist die Framingham- Studie (25). Seit 1948 wurde in der 
amerikanischen Kleinstadt Framingham der gesundheitliche Werdegang von über 5000 Frau-
en und Männern im Alter von 30 - 62 Jahren verfolgt. Die Daten der Framingham- Studie und 
anderer Studien zeigen folgende Risikofaktoren auf, die in nicht beeinflussbare und beein-
flussbare unterteilt werden können. Die beeinflussbaren Risikofaktoren können, in etablierte 
und neue Risikofaktoren unterteilt werden (104). 
 
Nicht beeinflussbare Risikofaktoren sind: 
• familiäre Disposition 
• Lebensalter 
• männliches Geschlecht 
Beeinflussbare etablierte Risikofaktoren sind: 
• Fettstoffwechselstörungen 
• Bluthochdruck 
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• Diabetes mellitus 
• Rauchen 
Neue potentielle Risikofaktoren, die derzeit noch Gegenstand weiterer Studien sind: 
• hohe Lipoprotein (a) - Plasmaspiegel 
• Hyperhomozysteinämie 
• Marker für Hämostase und Entzündung (z.b. Fibrinogen, CRP) 
• psychosozialer Stress  
• Bewegungsmangel, Ernährung und Adipositas 
• CETP- Polymorphismus 
• Infektionen (z.b. Chlamydien) 
• niedrige Antioxidantien- Konzentrationen, reaktive Oxidantien (ROS) (101) 
 
Die deutsche „Framingham- Studie“ ist die multizentrische „prospektive cardiovaskuläre 
Münster- Studie“ (PROCAM). Bei einer Untersuchung von über 18000 Personen konnten die 
potenzierenden Effekte einzelner Risikofaktoren dargestellt werden (111). Die Ergebnisse 
ermöglichen eine quantifizierbare Risikoermittlung und sind unter www.chd-taskforce.de 
abfragbar (6). 
 
1.1.3. Fettstoffwechselstörungen als bedeutende kardiovaskuläre Risikofaktoren 
Der Zusammenhang zwischen Fettstoffwechselstörungen und der KHK- Inzidenz konnte in 
der Framingham- Studie (25) bewiesen werden. In der „Multiple Risk Factor Intervention 
Trial“- Studie (MRFIT) (119), der bislang mit über 350 000 Männern im Alter von 35 - 57 
Jahren größten Populationsstudie, konnte ein linearer Zusammenhang zwischen ansteigenden 
Serumcholesterinwerten und der Herz-Kreislaufsterblichkeit gezeigt werden. 
In einer Vielzahl großangelegter Interventionsstudien, „Scandinavian Simvastatin Survival 
Study“ (4 S- Studie) (91);(61), „Cholesterol and Recurrent Event Study“ (CARE- Studie) 
(102), LIPID Studie (72), „West of Scotland Coronary Prevention Study“ (WOS- Studie) 
(114), Heart Protection Studie (HPS) (37) und anderen konnte die positive Wirkung lipidsen-
kender Medikamente auf die KHK- und Gesamtmortalität sowohl im Rahmen der Primärprä-
vention (WOS, AFCAPS/TexCAPS) als auch im Rahmen der Sekundärprävention (4S, LI-
PID, CARE) nachgewiesen werden. 
 
Einleitung 6 
1.1.4. Pathogenese und Klinik der Atherosklerose 
Der Begriff Atherosklerose beschreibt die Verdickung und mangelnde Elastizität der Intima 
der Arterienwände. Atherosklerotische Veränderungen findet man in den großen und mittel-
großen Arterien des systemischen Kreislaufs. Insbesondere die Aorta mit ihren Ästen, die 
Koronararterien und Karotiden sind betroffen. 
Stary (120) teilt die atherosklerotischen Läsionen in sieben, fließend ineinander übergehende 
Stadien ein: Ausgehend von kleinen Initialläsionen im Kindes- und Jugendalter, über „Fatty 
Streaks“, Präatherom, Atherom und Fibroatherom, bis hin zu den manifesten komplizierten 
Läsionen, die am Ende sklerosieren und verkalken können. 
Die Geschwindigkeit der Progression der Atherogenese hängt von vielen Faktoren ab (s. Risi-
kofaktorenkonzept). Das Atherom kann über viele Jahre oder auch das ganze Leben stabil 
bleiben und nur selten Symptome, wie eine stabile Angina pectoris oder eine Claudicatio in-
termittens auslösen. Kommen aber weitere Faktoren hinzu, kann dies eine zunehmende Pla-
queinstabilität bedingen. Diese kann gravierendere und akute Symptome auslösen, wie einen 
Herzinfarkt oder einen Schlaganfall. 
In den letzten Jahren konnten wir viel über die Mechanismen der Plaqueformation, - stabilisa-
tion und - ruptur lernen und einige Hauptfaktoren der Atherogenese konnten identifiziert wer-
den. Es wird immer klarer, dass die Lipoproteine geringer Dichte, die LDL, eine zentrale Rol-
le im Prozess der Atherogenese spielen (139);(121). Die folgende Abbildung soll diese zentra-
le Rolle der LDL veranschaulichen. 
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Abbildung 1: Die Abbildung zeigt ein nach Tribble (124) adaptiertes Schema, in dem die 
propagierte Rolle von oxidiertem LDL in der Entstehung atherosklerotischer Läsionen darge-
stellt ist. Es wird angenommen, dass LDL konzentrationsabhängig das Endothel passieren 
kann und in der oxidierenden Umgebung des subendothelialen Bereiches “gefangen” ist 
(Schritt 1). Verbleibt es längere Zeit in diesem Milieu, unterliegt es oxidativen Veränderun-
gen (Schritt 2). Die minimal oxidierten LDL- Formen enthalten oxidierte Phospholipidpro-
dukte, welche die Genexpression der endothelialen Zellen (EZ) beeinflussen. Dies führt zu 
veränderter Expression der „monocyte- binding molecules“ (X-CAMs), der „monocyte che-
moattractant proteines“ (MCP-1) und der „macrophage colony- stimulating factors“ (CSFs) 
(Schritt 3). Diese Faktoren fördern die Rekrutierung der Monozyten (Schritt 4) und sind für 
die Umwandlung zu Makrophagen verantwortlich (Schritt 5). 
Durch weitere Oxidation ändert sich die ApoB-100- Konformation, so dass die LDL- Partikel 
über Scavenger- Rezeptoren (v.a. SR- BI) von Makrophagen, den Vorläufern der lipidbelade-
nen Schaumzellen („foam cells"), aufgenommen werden können (Schritt 6). Erhöhte Konzent-
rationen von Oxidationsprodukten (reactive oxygen species, ROS (101)) erhöhen die Toxizität 
der LDL- Partikel und führen zu weiteren Endothelverletzungen (Schritt 7). Sie begünstigen 
den Eintritt von LDL und Monozyten in den subendothelialen Raum und fördern das weitere 
Plaquewachstum. 
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Schreitet dieser Prozess fort kommt es zu einer Druckatrophie der Media, das Endothel wird 
fragil und ulzeriert häufig. Es kommt zum Zustand des „instabilen Plaque“. Die Stabilität des 
Plaques resultiert aus seiner Komposition und der Dicke seiner Fibrinkappe. Man nimmt an, 
dass der Plaque um so instabiler ist, je höher sein Cholesterinanteil ist. Die Stabilität der Pla-
quemembran ist von der interstitiellen Kollagenproduktion abhängig und es scheint, dass die 
Kollagensynthese ein Hauptfaktor in der Transformation von stabilen zu instabilen Plaques 
ist. Das Kollagen wird von den glatten Muskelzellen produziert und unterliegt dem Einfluss 
verschiedener Faktoren, z. B. PDGF. Aktivierte T- Zellen, die vermehrt in rupturierten Pla-
ques gefunden werden, können über Entzündungsmediatoren (z. B. Gamma- Interferon) die 
Kollagen- Genexpression und Produktion in diesen Zellen reduzieren.  
Bricht der Plaque auf, kann es innerhalb kürzester Zeit zur Thrombozytenaggregation und 
zum Verschluss des Gefäßes kommen (71). 
 
1.2. Lipo- und Apolipoproteinstoffwechsel 
1.2.1. Klassifikation und chemische Struktur der Lipoproteine 
Lipoproteine variieren in Dichte und Größe, kommen aber alle als sphärische Mikroemulsio-
nen im Plasma vor. Sie bestehen aus einem Kern aus unpolaren Lipiden (Cholesterinester und 
Triglyzeride) und einer Oberfläche aus Phospholipiden, freiem Cholesterin und Apoproteinen. 
Die meisten der Oberflächenproteine haben sich wiederholende amphipathische, helikale Ei-
genschaften. Durch die hydrophile Oberfläche können die hydrophoben Triglyzeride und un-
polare Kernbestandteile von der wässrigen Umgebung ferngehalten und so im Plasma trans-
portiert werden (64). 
Die Apolipoproteine spielen eine wesentliche Rolle im Stoffwechsel der Lipide und haben 
mizellenstabilisierende Eigenschaften. Außer den B- Apoproteinen, die aufgrund einer großen 
Zahl unpolarer Aminosäureseitenketten im Bereich der Membranoberfläche sehr lipophil 
sind, haben alle Apoproteine und nicht veresterten Cholesterine, aufgrund ihrer Wasserlös-
lichkeit, die Fähigkeit zwischen den Lipoproteinpartikeln zu wechseln (58). 
Basierend auf der Dichte, den funktionellen Eigenschaften und der chemischen Zusammen-
setzung lassen sich Lipoproteine in Fraktionen auftrennen. Die wichtigsten Auftrennungsver-
fahren sind die präparative Ultrazentrifugation (50;51) und die Gelelektrophorese (42);(83). 
Die Lipoproteinfraktionen und ihre Zusammensetzungen sind in den folgenden Tabellen dar-
gestellt. 
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Fraktion Dichte in g/ml Elektrophore-tische Mobilität 
Durchmesser in 
nm Apoproteine 
Chylomikronen < 0,95 keine 75 - 1200 A-I, A-IV, B-48 
VLDL 0,95 - 1,006 prä- beta 30 - 80 B-100, C-I-III, E 
IDL 1,006 - 1,019 slow prä- beta 25 - 35 B-100, C-III, E 
LDL 1,019 - 1,063 beta 18 - 25 B-100 
HDL2 1,063 - 1,125 alpha 9 - 12 
HDL3 1,125 - 1,210 alpha 5 - 9 
A-I, A-II, A-IV,  
C-I-III, E 
Lp(a) 1,040 - 1,090 slow prä- beta 25 - 30 B-100, (a) 
Tabelle 1: Einteilung in Lipoproteinfraktionen aufgrund der physikalischen und biochemi-
schen Eigenschaften adaptiert nach Havel (58). 
 
Fraktion Choles-terin 
Phospho-
lipide 
Apolipo-
proteine Triglyzeride 
Cholesterin-
Ester 
Chylomikronen 2 % 7 % 2 % 86 % 3 % 
VLDL 7 %  18 % 8 % 55 %  12 %  
IDL 9 % 19 % 19 %  23 % 29 % 
LDL 8 % 22 %  22 %  6 % 42 % 
HDL2 5 % 33 % 40 % 5 % 17 % 
HDL3 4 %  35 %  55 % 3 % 13 % 
Tabelle 2: Physiologische und chemische Zusammensetzung der verschiedenen Lipopro-
teinfraktionen in Prozent (58). 
 
VLDL- Partikel können, durch eine zusätzliche kumulative Ultrazentrifugation noch weiter in 
„small VLDL“ (VLDL1, Sf 60 - 400) und „large VLDL“ (VLDL2, Sf 20 - 60) aufgetrennt 
werden, LDL in „buoyant LDL“ (LDL1, Sf 7 – 12) und „small- dense LDL“ (LDL2, Sf 0 – 7). 
Sf steht für „Svedberg Units“. 
 
1.2.2. Die Apolipoproteine 
Apolipoproteine sind wesentliche Strukturbestandteile der Lipoproteine. Sie übernehmen die 
Rezeptorfunktion der Lipoproteine, wirken als Kofaktoren bei enzymatischen Reaktionen mit 
und stabilisieren die Partikel.  
Lipoproteine enthalten jeweils spezifische Kompositionen verschiedener Apoproteine (4;5). 
Die wichtigsten Apolipoproteine sind in der folgenden Tabelle dargestellt. 
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A-
popro-
tein 
Chro-
mosom 
Masse 
in kDA 
Plasmakonz. 
(mg/dl) 
Vorkom-
men 
Syn-
the-
seort 
Funktion 
A-I 11 28,5 120 - 140 HDL, CM Leber, Darm 
Aktivierung der 
LCAT, Bindung an 
den HDL- R. 
A-II 1 17 35 - 50 HDL Leber Aktivierung der HL 
A-IV 11 46 < 5 HDL, CM Darm 
Aktivierung der 
LCAT, Sättigungsfak-
tor 
B-100 2 550 70 - 90 CM, VLDL, IDL, LDL Leber Bindung an LDL-R. 
B-48 2 265 < 5 CM, VLDL Darm Strukturprotein der CM 
C-I 19 6,5 5 - 8 HDL, CM, VLDL Leber 
Aktivierung der 
LCAT 
C-II 19 8,8 3 - 7 HDL, CM, VLDL Leber Aktivierung der LPL 
C-III 11 8,9 10 - 12 HDL, CM, VLDL Leber Inhibitor der LPL 
D 3 29 8 - 10 HDL Leber Aktivierung und Sta-bilisierung der LCAT 
E 19 34 3 - 5 HDL, IDL CM,VLDL Leber 
Ligand für LDL- R. 
und LRP 
apo (a) 6 350-900 variabel HDL, LDL Lp(a) Leber Funktion noch unklar 
A-V 11  1/10 der A IV Konz.* HDL, VLDL Leber Metabolismus TRL 
Tabelle 3: Apolipoproteine mit Eigenschaften und Funktionen, adaptiert nach Schäfer (58) 
und Havel (104). * Über die Apolipoprotein A V Plasmakonzentration und Proteinstruktur 
beim Menschen gibt es noch keine zugänglichen Daten. Die Werte beziehen sich auf Messun-
gen bei Ratten. 
 
1.2.3. Schlüsselenzyme des Lipoproteinstoffwechsels 
Die Schlüsselenzyme des Lipoproteinstoffwechsels entfalten ihre Hauptaktivität im Plasma. 
Sie sind mit ihrer Funktion in der folgenden Tabelle dargestellt: 
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Enzym Syntheseort Funktion 
Lipoproteinlipase (LPL) vor allem Fettgewebe und Muskulatur 
Hydrolyse exogener Triglyzeride in 
Chylomikronen und VLDL 
Hepatische Triglyzeridli-
pase (HTGL) 
vor allem Leber, Neben-
niere und Gonaden 
Hydrolyse von Triglyzeriden und 
Phospholipiden in IDL, HDL, VLDL 
Lezithin- Cholesterin-
Acyl- Transferase (LCAT) Leber, Hoden, Gehirn 
Bereitstellung von > 80 % der Choles-
terinester aus freiem Cholesterin und 
Lezithin 
Cholesterinester-
Transferprotein (CETP) 
Leber, Milz, Dünndarm, 
Nebenniere 
Transfer von Cholesterinestern der 
HDL in VLDL, LDL und Austausch 
von Kernlipiden 
Endotheliale Lipase (EL) Endothelzellen noch unbekannte Funktion 
Tabelle 4: Schlüsselenzyme des Lipoproteinstoffwechsels mit den wichtigsten Funktionen, 
adaptiert nach Schäfer (104). 
 
1.2.4. Lipoproteinrezeptoren 
Der erste beschriebene Lipoprotein- Rezeptor, und auch der am besten erforschte ist der LDL- 
Rezeptor. Er wurde erstmals von Brown und Goldstein auf Fibroblasten entdeckt (20). Mitt-
lerweile sind auch neben den bekannten, in der folgenden Tabelle dargestellten Lipoprotein-
rezeptoren, verschiedene andere wie das „HDL- binding- protein“ (122);(66), die Membran-
proteine Cubilin (65), Megalin und die CD-36- Rezeptorfamilie ( u.a. Scavenger- Rezeptoren 
Klasse A – E, CD-36) (2);(126) gefunden worden. Sie scheinen alle eine Rolle im menschli-
chen Lipoproteinmetabolismus zu spielen, ihre genaue Funktion ist aber noch nicht klar defi-
niert. 
Die folgende Tabelle beschreibt die wichtigsten Lipoproteinrezeptoren und ihre Funktion im 
Lipoproteinmetabolismus: 
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Rezeptor Vorkommen Struktur Funktion 
LDL- Rezeptor 
 
alle Zellen, vor 
allem Leber  
Mitglied der LDL-
Rezeptor- Familie  
Aufnahme und Katabolismus 
Apo B- und Apo E- haltiger 
Lipoproteine 
LRP („LDL-
Receptor-Related-
Protein) 
alle Zellen, vor 
allem Leber 
Mitglied der LDL-
Rezeptor- Familie  
Multiliganden- Rezeptor mit 
Bindung von Chylomikronen- 
Remnants und Apo-E- reichen 
Lipoproteinen 
Scavenger Rezeptor 
Klasse A 
alle Zellen, vor 
allem Makro-
phagen 
Mitglied der CD36- 
Proteinfamilie 
Multiliganden- Rezeptoren mit 
Katabolismus von chemisch 
modifizierten Plasmaproteinen, 
z.b. oxidiertes LDL 
Scavenger Rezeptor 
Klasse B, Typ I (SR-
BI) 
alle Zellen, vor 
allem Makro-
phagen 
Mitglied der CD36- 
Proteinfamilie 
Multiliganden- Rezeptor für 
modifiziertes LDL, VLDL, 
Phospolipide und HDL 
VLDL- Rezeptor 
(125)  
Herz, Skelett-
muskel und 
Fettgewebe 
Mitglied der LDL-
Rezeptor- Familie 
mit 8 Ligandenbin-
dungsrepeats 
Multiliganden- Rezeptor mit 
Bindung von VLDL, Chylo-
mikronen-Remnants 
ABC Rezeptorsystem alle Zelle HDL-Rezeptor reverser Cholesterintransport 
Tabelle 5: Rezeptoren des Lipoproteinstoffwechsels. (84;86;87) 
 
1.2.5. Stoffwechsel der Lipoproteine 
!"Cholesterinbiosynthese 
Die Synthese des Cholesterins unterliegt einem zirkadianen Rhythmus, sie ist maximal um 
Mitternacht und minimal in der Mittagszeit. Prinzipiell kann der Körper seinen Tagesbedarf 
von ca. 1 g selbst synthetisieren. Bei gemischter Kost entstammen die Hälfte des Cholesterins 
der körpereigenen Produktion, die zu ca. 50 % in der Leber abläuft, aber auch in Haut und 
Darm stattfindet. 
Die Cholesterinsynthese beginnt mit der Verknüpfung von drei Molekülen Acetyl- CoA zu 
Mevalonat (C6). Dieser Schritt ist geschwindigkeitsregulierend für die Cholesterinbiosynthese 
und wird durch das Enzym HMG- (3- Hydroxy- 3- methyl- glutaryl) CoA- Reduktase gesteu-
ert. Aus Mevalonat wird Isopentenyldiphosphat (C5) und 6 dieser Moleküle polymerisieren zu 
Squalen (C30). Das Squalen wird zykliert und zu Cholesterin demethyliert (C27). (63). 
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!"Der Stoffwechsel der Chylomikronen 
Der Stoffwechsel der ApoB- tragenden Lipoproteine gliedert sich in zwei metabolische Kas-
kaden. Die erste, der Stoffwechsel der Chylomikronen ist für den Transport von Cholesterin 
und Triglyzeriden vom Darm ins Gewebe und die Leber verantwortlich. 
Die ApoB-48- tragenden Chylomikronen werden im endoplasmatischen Retikulum der 
Darmmukosa synthetisiert und nehmen nach Sekretion in den Ductus thoracicus Apo E und 
Apo C-II aus den HDL auf. Durch Vermittlung des Kofaktors Apo C-II kann die Lipoprotein-
lipase (LPL) (35), die Triglyzeride im Kern der Chylomikronen aufspalten und freie Fettsäu-
ren und Monoglyzeride können ins Gewebe aufgenommen werden. Hierdurch verlieren die 
Chylomikronen 80 - 90 % ihres Triglyzeridanteils. Die bei der Lipolyse entstandenen Chylo-
mikronen- Remnants werden über den LDL- Rezeptor (LDL- R) und das „LDL- receptor- 
related protein“ (LRP) in die Leberzellen aufgenommen (11); (18;19);(76;142). 
Abbildung 2: Graphische Darstellung des oben beschriebenen Stoffwechsels der Chylo-
mikronen, adaptiert nach Brewer (17). 
 
!"Der VLDL- und LDL- Stoffwechsel 
Die zweite Kaskade, der Stoffwechsel der VLDL- und LDL- Partikel ist für die Versorgung 
der peripheren Gewebe mit Triglyzeriden zur Energiegewinnung und Cholesterin zur Synthe-
se von Membranproteinen und Hormonen verantwortlich. Nach Synthese der triglyzeridrei-
chen, ApoB- haltigen VLDL in der Leber, nehmen diese von HDL Apo C-II und Apo E auf. 
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In der Peripherie vermittelt die Lipoproteinlipase (LPL) die Hydrolyse der Triglyzeride. Die 
resultierenden IDL- Partikel können von der Leber aufgenommen werden oder durch die LPL 
und die hepatische Lipase (HL) zu LDL- Partikel umgebaut werden. 
Die zentrale Rolle im LDL- Stoffwechsel spielt die Leber. Sie reguliert über die VLDL- Syn-
these die LDL- Bildung und kann über die Expression der LDL- Rezeptoren auf den Hepato-
zyten den LDL- Katabolismus regulieren. Nahezu 70 % des LDL wird über LDL- Rezeptoren 
der Leber verstoffwechselt und nur ein geringerer Anteil über LDL- Rezeptoren in nicht hepa-
tischem Gewebe aufgenommen. 
Oxidiertes LDL wird über Scavenger- Rezeptoren (CD-36, SR-A) von Makrophagen und an-
deren Zellen aufgenommen und spielt eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Athe-
rosklerose (18;19). 
 
!"Der reverse Cholesterintransport (HDL- Stoffwechsel) 
Die Leber ist neben der Haut, die Cholesterin durch Abschilferungen von Epithelien abgeben 
kann, das einzige Organ, das Cholesterin entweder direkt über die Galle oder nach Umwand-
lung zu Gallensäuren entsorgen kann. Der reverse Cholesterintransport bezeichnet den Rück-
transport des Cholesterins aus der Peripherie zur Leber. Die Schlüsselrolle in diesem Prozess 
spielen die Lipoproteine hoher Dichte, die HDL. Die HDL- Partikel werden als scheibenför-
mige Vorstufen in Leber und Darm gebildet. Die Hauptproteinkomponente der HDL ist das 
Apo A-I (16).  
Die HDL- Vorstufen nehmen überschüssiges Cholesterin aus dem Gewebe auf. Das aufge-
nommene Cholesterin wird durch das Enzym Lezithin- Cholesterin- Acyltransferase (LCAT) 
verestert und ordnet sich im hydrophoben Kern der HDL- Partikel an (18;19). Ein zweiter 
Mechanismus der Cholesterinaufnahme ist eine durch den „„Adenosin- Triphosphate- Bin-
ding- Cassette“- Transporter (ABC1) gesteuerte Transformation von lipidarmen Apolipopro-
teinen in HDL- Vorstufen, die mit ApoB- tragenden Lipoproteinen interagieren können (141). 
Aus den HDL- Vorstufen entstehen sphärische HDL3- Partikel. Die HDL3 haben aufgrund 
ihrer geringen Cholesterinbeladung, die Potenz weiteres Cholesterin aus peripheren Zellen 
oder im Verlauf der Lipolyse triglyzeridreicher Lipoproteine aufzunehmen. Durch die Anord-
nung steigender Mengen von Cholesterinester im Partikelkern entstehen aus den HDL3 nun 
die größeren, weniger dichten HDL2- Partikel. Das Cholesterin der HDL2- Partikel kann über 
den Scavenger- Rezeptor BI (SR-BI) von der Leber aufgenommen oder an ApoB- tragende 
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Lipoproteine abgegeben werden. Der Austausch der Cholesterinester zwischen den Lipopro-
teinklassen wird durch das Cholesterinestertransferprotein (CETP) gesteuert (18;19). 
Der Stoffwechsel der VLDL- und LDL- Partikel und der reverse Cholesterintransport sind in 
der folgenden Abbildung schematisch dargestellt.  
Abbildung 3: Graphische Darstellung des oben beschriebenen VLDL- und LDL- Stoffwech-
sels, sowie des reversen Cholesterintransports, adaptiert nach Brewer (17). 
 
1.3.Störungen des Lipoproteinstoffwechsels 
1.3.1. Definition und Klassifikation der Hyperlipoproteinämie 
Die Hyperlipoproteinämien gehören zu den etablierten Risikofaktoren der Atherosklerose im 
Allgemeinen und der koronaren Herzerkrankung im Speziellen. Es handelt sich um eine sehr 
heterogene Gruppe von Stoffwechselstörungen. Eine Einteilung der verschiedenen Erkran-
kungen kann anhand der Klinik wie Atherosklerose, Haut- und Sehnenveränderungen und der 
laborchemischen Auffälligkeiten vorgenommen werden. 
Die laborchemische Diagnostik basiert auf der Bestimmung von Triglyzeriden, Gesamt- und 
HDL- Cholesterin. Die LDL- Cholesterinkonzentration beträgt normalerweise etwa zwei Drit-
tel des Gesamtcholesterins und lässt sich bis zu einer Triglyzeridkonzentration von 350 mg/dl 
mit der Friedewald- Formel berechnen: 
LDL- Cholesterin (mg/dl) = Gesamt- Chol. – HDL- Chol. – Triglyzeride / 5 
Die Bestimmungen der Enzyme, Rezeptoren und Apolipoproteine bleiben der Spezialdiagnos-
tik vorbehalten. Die VLDL- Konzentration im Plasma ist mit der Triglyzeridkonzentration im 
Plasma korreliert. 
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Die Serumkonzentrationen der Lipide variieren kontinuierlich in der Normalpopulation und 
steigen mit dem Alter an. Aufgrund der großen Streubreite der Normalwerte werden heute 
Soll- oder Zielwerte angegeben, die je nach Risikoprofil in verschiedene Gruppen unterteilt 
werden. Das Verhältnis Gesamt- zu HDL- Cholesterin gilt als stärkster Prädiktor für das Risi-
ko, eine Atherosklerose zu entwickeln (100);(110). 
Ein „Update“ der neuesten Ergebnisse zum klinischen Risikomanagement erhöhter Blutcho-
lesterinwerte gibt der 3. Report des „National Cholesterol Education Program“ der USA, 
„Adult Treatment Panel III“ (ATP III) (1). Als wichtige, die LDL- Cholesterin-Zielwerte mo-
difizierenden Risikofaktoren gelten Zigarettenrauchen, Bluthochdruck (≥ 140/90 mm Hg), 
HDL- Cholesterinwerte < 40 mg/dl, eine familiäre Anamnese für frühzeitige KHK (Frauen 
<65 und Männer < 55 Jahre) und das Alter ( Frauen ≥ 55 und Männer ≥ 45 Jahre). Ein HDL- 
Cholesterin > 60 mg/dl gilt als kardiovaskulärer Schutzfaktor. 
Das „National Cholesterol Education Program“ unterscheidet zwischen drei Risikokategorien, 
welche die LDL- Zielwerte und die Modalitäten der LDL- Cholesterin reduzierenden Thera-
pie definieren. Die folgende Tabelle zeigt die Risikokategorien mit den LDL- Zielwerten und 
den Grenzwerten, bei denen eine medikamentöse Lipidsenker Therapie empfohlen wird. 
 
Risikokategorie LDL- C.- Zielwerte LDL- C.- Grenzwert, für eine medikamentöse Therapie 
KHK oder KHK-
Risikoäquivalent < 100 mg/dl ≥ 130 mg/dl 
≥ 2 der angeführten Risikofak-
toren < 130 mg/dl ≥ 130-160 mg/dl 
0 - 1 der angeführten Risiko-
faktoren < 160 mg/dl ≥ 190 mg/dl 
Tabelle 6: LDL- Cholesterin- Zielwerte eingeteilt nach Risikokategorien. 
Die LDL- Cholesterin- Grenzwerte für einen therapeutischen Lebenswandel liegen zwischen 
LDL- Cholesterin- Zielwert und dem Level für den medikamentösen Therapiebeginn. Zu the-
rapeutischen Lebensveränderungen zählen reduzierte Aufnahme von gesättigten Fettsäuren 
und Cholesterin, Gewichtsreduktion und sportliche Aktivität. Zu den lipidsenkenden Medi-
kamenten zählen die HMG- CoA- Reduktase- Inhibitoren (Statine), die Gallensäureaustau-
scherharze, die Nikotinsäuren, die Fibrate und der Cholesterinresorptionshemmer Ezetrol. 
Das Risiko innerhalb von 10 Jahren eine KHK zu entwickeln oder einer nochmaligen KHK- 
Manifestation, beträgt für die höchste Risikogruppe > 20 %, für die mittlere 10-20 % und für 
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die untere < 10 %. Zu den KHK- Risikoäquivalenten zählen andere klinische Atherosklerose - 
Manifestationen, der Diabetes mellitus und multiple Risikofaktoren, die ein Risiko von über 
20 % bedingen. 
Anhand der phänotypischen Labormuster erstellte Fredrickson 1967 (42) eine erste Klassifi-
zierung der Hyperlipoproteinämien. Diese Klassifikation berücksichtigt zwar noch nicht die 
heutigen, vor allem molekulargenetischen Erkenntnisse, hat aber auch weiterhin große klini-
sche Bedeutung in Therapie und Praxis. 
 
Typ 
Vermehrte 
Lipidklasse 
Phänotyp Ursachen 
Typ I Chylomikronen 
massive Erhöhung der 
Triglyzeride durch Chylo-
mikronenerhöhung 
familiärer LPL- Mangel 
ApoC-II- Mangel 
Typ II a LDL isolierte Cholesterinerhö-hung 
familiäre und polygenetische Hy-
percholesterinämie 
familiär kombinierte Hyperlipi-
dämie 
familiär defektes Apo B 
Typ II b VLDL und LDL Triglyzerid- und Choleste-rinerhöhung 
familiär kombinierte Hyperlipi-
dämie 
Typ III 
VLDL-
Remnants 
 (ß- VLDL) 
VLDL- Chol./Triglyz. > 0,3 familiäre Dysbetalipoproteinämie 
Typ IV VLDL isolierte Triglyzeriderhö-hung 
familiär kombinierte Hyperlipi-
dämie 
familiäre Hypertriglyzeridämie 
Typ V Chylomikronen und VLDL 
massive Erhöhung von 
Triglyzeriden durch Chylo-
mikronen- und VLDL- An-
stieg 
familiärer LPL- Mangel 
ApoC-II- Mangel 
familiäre Hypertriglyzeridämie 
Tabelle 7: Klassifizierung der Lipidstoffwechselstörungen nach Fredrickson und deren pri-
märe Ursachen, modifiziert nach Havel und Schaefer (58);(104). 
 
Die Lipidstoffwechselstörungen werden nach Keller (60) eingeteilt in: 
• klassisch, monogenetisch vererbte, primäre Erkrankungen 
• durch andere Stoffwechselveränderungen, wie den Diabetes mellitus, das nephroti-
sches Syndrom, Lebererkrankungen etc., bedingte sekundäre Erkrankungen  
• polygenetisch vererbte Erkrankungen  
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Im Rahmen dieser Arbeit beschäftigten wir uns im Besonderen mit den primären, monogene-
tisch vererbten Hypercholesterinämien. Goldstein und Brown sprechen von einem „Choleste-
rol Quartet“ aus 4 verschiedenen genetischen Defekten die, aufgrund beeinträchtigter hepati-
scher LDL- Aufnahme, zu erhöhten LDL- Plasmaspiegeln führen (52). Diese Defekte sind die 
familiäre Hypercholesterinämie (FH), das familiär defekte Apo B (FDB), die autosomal re-
zessive Sitosterolämie und die autosomal rezessive Hypercholesterinämie.  
Um eine genaue Beurteilung der Stoffwechsellage der Patienten zu ermöglichen, müssen die 
verschiedenen ApoE- Isoformen in die Untersuchung mit einbezogen werden, da diese eine 
wichtige Rolle im Lipoproteinmetabolismus spielen (105). 
 
1.3.2. Familiäre Hypercholesterinämie (FH) und LDL- Rezeptor 
Die familiäre Hypercholesterinämie (FH) ist klinisch durch ein erhöhtes LDL- und Gesamt-
cholesterin im Plasma und Cholesterinablagerungen in Haut, Sehnen und Arterien, insbeson-
dere in den Koronarien charakterisiert, sowie durch eine familiäre Anamnese für frühzeitige 
atherosklerotische Manifestationen. Das Krankheitsbild wurde erstmals 1938 von Thannhau-
ser und Müller beschrieben (54). Khachadurian erkannte 1964 (80), dass die Erkrankung au-
tosomal dominant vererbt wird. Sie ist mit einer Heterozygotenfrequenz von ca. 1:500 und 
einer Homozygotenfrequenz von ca. 1:1 000 000 eine der häufigsten monogenetisch vererbten 
Stoffwechselerkrankungen. 
Brown und Goldstein erhielten den Nobelpreis für Medizin für ihre Entdeckung des LDL- 
Rezeptors auf den Zelloberflächen von Hautfibroblasten und konnten nachweisen, dass die 
Ursache der FH ein Defekt dieses Rezeptors ist (21;53). 
 
!"Klinik und Diagnose der  familiären Hypercholesterinämie 
Das erste klinische Zeichen der heterozygoten Form der FH sind erhöhte Serumcholesterin-
werte, die schon von Geburt an in nahezu allen Fällen vorhanden sind und meist die einzige 
Manifestation in der ersten Dekade bleiben.  
Die Klinik der heterozygoten FH- Form ist durch folgende Veränderungen gekennzeichnet 
(54): 
• stark erhöhte Gesamt- und LDL- Cholesterinplasmaspiegel 
• massiv erhöhte ApoB- Konzentration im Plasma 
• Xanthomata 
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• Arcus corneae 
• familiär gehäuftes Auftreten eines frühzeitigen Herzinfarkts 
• Achillessehnenverdickungen 
• Polyarthritiden und Tendinitiden 
Die Klinik der homozygoten Form der FH ist von der heterozygoten Form vor allem durch 
Zeitpunkt des Auftretens und Ausprägung der Veränderungen abzugrenzen. Homozygote FH- 
Patienten entwickeln schon im frühen Kindessalter eine rasch voranschreitende Atherosklero-
se der Koronarien und Aortenklappen, die zu Angina Pectoris, frühzeitigem Herzinfarkt und 
plötzlichem Herztod oft schon vor dem 10. Lebensjahr führen. Schwere und Progredienz der 
Erkrankung sind mit der Anzahl funktionierender LDL- Rezeptoren und der Art der Mutation 
(54) korreliert. Bis zur Einführung von LDL- Apherese und Lebertransplantation verstarben 
diese Patienten oft schon vor dem 20. Lebensjahr an schwersten arteriosklerotischen Verände-
rungen. 
Bei Heterozygoten lässt sich ein frühzeitiges Auftreten der koronaren Herzerkrankung, meist 
schon zwischen dem 40. und 50. Lebensjahr feststellen. Frauen erkranken durch den protekti-
ven Effekt des Östrogens später als Männer. Östrogen erhöht die LDL- Rezeptor- Expression 
und steigert die Aktivität der LPL und der HL (75). 
Die Diagnostik der homozygoten Patienten macht aufgrund des typischen klinischen Bildes 
zusammen mit LDL- Cholesterinwerten über 650 mg/dl keine Probleme. 
Heterozygote Patienten fallen meist durch erhöhtes Gesamt- und LDL- Cholesterin von 
durchschnittlich ca. 300 mg/dl, Klinik und eine familiäre Anamnese auf. Es ist differential-
diagnostisch wichtig, die FH von der polygenetischen Hypercholesterinämie und monogeneti-
schen Erkrankungen, vor allem der „familiär kombinierten Hyperlipidämie“ und dem „famili-
är defekten Apo B“ abzugrenzen (54). 
 
!"Struktur des LDL- Rezeptors und LDL- Rezeptorzyklus 
Der LDL- Rezeptor ist ein 839 Aminosäuren großes Glykoprotein, das aus fünf Domänen 
besteht. Er ist Patriarch einer Familie von Zelloberflächenrezeptoren, die Makromoleküle 
durch rezeptorgesteuerte Endozytose ins Zellinnere befördern. Er kommt in unterschiedlicher 
Zahl auf nahezu allen Zelltypen vor. Mittlerweile sind sieben Rezeptoren dieser Familie be-
kannt, unter anderen das „LDL- Receptor- Related- Protein“ (LRP) und der VLDL- Rezeptor 
(23) Der LDL- Rezeptor bindet ApoB- und ApoE- tragende Lipoproteinpartikel, wobei Apo E 
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mit einer bis zu 20 mal höheren Affinität an den Rezeptor bindet (74). Die Ligandenbin-
dungsstelle besteht aus sieben unvollständigen Wiederholungen aus je 40 Aminosäuren, mit 
jeweils sechs Cystein- Molekülen. Die Bindung scheint auf ionischen Interaktionen zwischen 
den positiv geladenen Helices der Apolipoproteine und den negativ geladenen Resten der Li-
gandenbindungsstelle zu beruhen. Zur Apo E- Bindung ist primär die Wiederholung Nr. 5 der 
Ligandenbindungsstelle, zur Apo B- Bindung eine Kombination aus den Wiederholungen Nr. 
3 bis 7 erforderlich. Der LDL- Rezeptor kann durch verschiedene Kombinationen seiner sie-
ben Wiederholungen verschiedene Liganden erkennen und binden. Die Zahl der möglichen 
Liganden steigt mit der Anzahl der Ligandenbindungsrepeats an und ist für das LRP und Me-
galin am größten.  
Die Rezeptoren werden im rauen endoplasmatischen Retikulum (rER) gebildet und sammeln 
sich mit Hilfe des Proteins Clathrin an der Zelloberfläche in sogenannten „Coated Pits”. Nach 
Bindung der Lipidpartikel an die Rezeptoren, stülpen sich diese ein und bilden „Coated 
Vesicles”. Viele dieser Vesikel verschmelzen nach Aufspaltung ihrer Clathrinumhüllung zu 
Endosomen, in denen durch ein Absinken des pH- Wertes unter 6,5 LDL vom Rezeptor 
getrennt wird. Der Rezeptor kehrt zur Zelloberfläche zurück (Receptor- Recycling). Für einen 
Recyclingzyklus benötigt er ca. 10 Minuten. (23) In den Lysosomen wird der Proteinanteil der 
LDL in Aminosäuren und die Cholesterinester in freies Cholesterin hydrolysiert. Nachdem 
das freie Cholesterin die Lysosomen verlassen hat, steht es zur Synthese von Membranbau-
steinen, Steroidhormonen und  Vitamin D zur Verfügung und reguliert die intrazelluläre 
Cholesterinhomöostase. 
Die Struktur des Rezeptors ist in der folgenden Abbildung dargestellt. 
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Abbildung 4: Struktur des LDL- Rezeptors und die für die jeweiligen Domänen codierenden 
Exone, adaptiert nach Goldstein und Brown (54). Die sieben Tandemrepeats der Liganden-
bindungsdomäne (R1 - R7) sind reich an Cysteinresten. Jede Wiederholung enthält eine 
Gruppe von negativ geladenen Cysteinresten, die mit basischen Aminosäureresten der Ligan-
den Apo B-100 und Apo E interagieren können. Die drei Wachstumsfaktoren- Repeats sind 
mit A, B, C gekennzeichnet und zu 33 % identisch mit einem Teil des epidermalen 
Wachstumsfaktor („Human Epidermal Growth Factor (EGF) Precursor). 
 
!"Struktur des LDL- Rezeptorgens und Transkriptionskontrolle 
Das LDL- Rezeptorgen ist auf dem distalen, kurzen Arm des Chromosoms 19 lokalisiert und 
besteht aus 18 Exons und 17 Introns. Exon 1 trägt eine kurze, nicht translatierte Region und 
die Signalsequenz, die im ER entfernt wird. Die anderen Exone sind in der oben dargestellten 
Abbildung aufgeführt (54). 
Der Promoter, also der für die Initiation der Transkription notwendige DNA- Abschnitt, liegt 
in 5´- Richtung vor dem LDL- Rezeptorgen. Er enthält neben zwei benachbarten „TATA- 
Boxes“, drei homologe GC- reiche Wiederholungen, genannt „Repeat 1 - 3“. Repeat 1 und 3 
binden den positiven Transkriptionsfaktor Sp1. Repeat 2 enthält ein Dekanukleotid, das „ste-
rol regulatory element““ (SRE). Die Cholesterinhomöostase der Zelle wird durch ein Rück-
kopplungssystem gewährleistet, das den Cholesteringehalt der Zelle misst und die Transkrip-
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tion der Gene der Proteine kodiert, die für den intrazellulären Cholesterinmetabolismus wich-
tig sind. Die Modulatoren dieses Mechanismus sind durch Proteasen aktivierbare „sterol regu-
latory element-binding proteins“ (SREBPs), die in der Membran des endoplasmatischen Reti-
kulums (ER) lokalisiert sind (22). 
Fällt die Cholesterinkonzentration der Zelle unter einen zellspezifischen Schwellenwert, wer-
den die SREBPs durch einen proteolytischen Prozess gespalten. Die aminoterminale Hälfte 
des SREBP dringt in den Zellkern ein und bindet an das SRE. Die Promotoraktivität wird 
gesteigert. (88) 
Ist eine ausreichende Cholesterinkonzentration in der Zelle erreicht dissoziert, das an die 
Promotor- DNA gebundene SREBP vom Promotor. Ist der Cholesteringehalt der Zelle zu 
hoch wird die SREBP- Produktion herabreguliert, indem keine SREBPs durch die Proteasen 
aktiviert werden. Somit sinken die zelleigene Cholesterinsynthese und die Cholesterinauf-
nahme in die Zelle. 
Auch die Promotoren des HMG- CoA- Synthetase- und - Reduktasegens besitzen Bindungs-
stellen für SREBP´s und werden analog reguliert, wobei das HMG- CoA- Reduktasegen nega-
tiv durch die SREBP´s reguliert wird. Aus den Lysosomen kommendes Cholesterin suppri-
miert die HMG- CoA- Reduktase, das Schlüsselenzym der Cholesterinsynthese. Außerdem 
aktiviert Cholesterin die ACAT und kann so als Cholesterinester gelagert werden. 
Durch dieses komplexe Zusammenspiel auf molekularer Ebene werden also bei geringem 
Angebot von externem Cholesterin die zelleigene Synthese von Cholesterin und LDL- Rezep-
toren gesteigert und die zellulären Cholesterinesterreserven mobilisiert. Bei einem Überange-
bot von mit der Nahrung aufgenommenem Cholesterin wird die Produktion gedrosselt. 
Bei FH kommt es aufgrund verminderter Rezeptorenzahl oder funktionsgestörten Rezeptoren 
zum entgegengesetzten Effekt. Die LDL- Aufnahme in die Zelle sinkt, die Serum- LDL- 
Konzentration steigt und die LDL- Partikel müssen vermehrt über andere Rezeptoren in die 
Zellen aufgenommen werden. Vor allem der Scavenger- Rezeptor spielt, besonders im Rah-
men der Atherogenese, eine bedeutende Rolle. 
Auch andere Faktoren können in die Regulation der LDL- Rezeptor- Expression eingreifen, 
so wird diese durch Dexamethason verringert, während Insulin, mehrfach ungesättigte Fett-
säuren, Östrogene, Wachstumsfaktoren und Schilddrüsenhormone die LDL- Clearance erhö-
hen (64). 
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!"Mutationen im LDL-Rezeptor-Gen und die Auswirkungen auf den Lipidstoffwechsel 
Bis heute sind über 150 Mutationen im LDL-Rezeptorgen beschrieben. Vor allem durch zwei 
molekulargenetische Techniken, die Analyse des „Single Strand Conformational Poly-
morphismus“ (SSCP) und der denaturierenden Gradientengel- Elektrophorese (DGGE), ist es 
möglich geworden, Mutationen schnell und effizient nachzuweisen. Unter 
http://www.ucl.ac.uk./fh sind die FH- verursachenden Mutationen aufgeführt und werden 
ständig aktualisiert (44). 
Goldstein, Hobbs und Brown unterteilen die möglichen Mutationen aufgrund der abnormen 
Eigenschaften des mutierten Rezeptors in fünf Klassen: Null- Allele, Transportdefekt- Allele, 
Bindungsdefekt- Allele, Internalisationsdefekt- Allele und Recyclingdefekt- Allele. Manche 
Allele passen in mehrere Klassen gleichzeitig. Der Großteil der Mutationen beruht auf 
Punktmutationen und kleinen Deletionen (54). 
Die Ausprägung der Mutationen kann in bezug auf Klinik, Laborwerte und das Ansprechen 
auf eine medikamentöse Therapie, stark variieren. Ein Grund hierfür ist die Fähigkeit des Re-
zeptors Apo E und Apo B zu binden. Bindet keines der beiden Apoproteine, steigt die LDL- 
Produktion aus den nicht aufgenommen IDL an und die LDL- Katabolismusrate sinkt, da 
LDL nicht über den LDL- Rezeptor in die Zelle aufgenommen werden kann. Daraus resultiert 
ein massiver LDL- Cholesterin- Anstieg. 
Kann IDL noch über Apo E in die Zelle aufgenommen werden, ist nur die LDL- Katabolis-
musrate vermindert und es kommt zu einem moderateren LDL- Cholesterin- Anstieg im Plas-
ma. 
Bei homozygoten Mutationsträgern ohne Rezeptor- Aktivität wird deshalb das gesamte LDL 
über den vom LDL- Rezeptor unabhängigen Weg (SR-BI) aufgenommen. Hierdurch steigt die 
Zirkulationszeit von LDL im Plasma, im Vergleich zur Norm von 2,5 auf bis zu weit über 6 
Tage (115). Bei Heterozygoten mit 50 % Rezeptor-Aktivität werden ca. 50 % unabhängig 
vom LDL- Rezeptor, vor allem über den Scavenger- Rezeptorweg, verstoffwechselt. Durch 
die längere Plasmaverweildauer von LDL, wird LDL zunehmend oxidativ modifiziert und es 
kommt zur vermehrten LDL- Akkumulation und Schaumzellbildung (139). 
 
1.3.3. Familiär defektes Apolipoprotein B (FDB) und Apo B-100 
Das Krankheitsbild des „familiär defekten Apo B“ (FDB) ist eine monogenetische Erkran-
kung, die durch eine reduzierte Affinität von Apo B-100 zum LDL- Rezeptor bedingt ist. Im 
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Gegensatz zur familiären Hypercholesterinämie ist hier also nicht der Rezeptor, sondern der 
Ligand, das Apo B-100 in seiner Funktion gestört. 
Die Erstbeschreibung von „Familiär defekten Apolipoprotein B-100“ (FDB) erfolgte 1986 
durch Vega et al. (133). Er fand in einer Gruppe von hypercholesterinämischen Patienten mit 
Ausschluss FH, 5 Patienten mit signifikant erniedrigter fraktioneller Katabolismusrate (FCR) 
von körpereigenem LDL im Vergleich zu injiziertem LDL gesunder Patienten. Innerarity et 
al. (59) konnten 1987 an kultivierten menschlichen Fibroblasten zeigen, dass die Bindungsak-
tivität von LDL eines dieser Patienten nur 32 % der normalen LDL- Rezeptorbindungsaktivi-
tät betrug. Sie propagierten den Namen „familiär defektes Apo B-100“ für dieses Krankheits-
bild. In Untersuchungen mit monoklonalen Antikörpern, die alle die LDL- Bindung an den 
LDL- Rezeptor blockieren, konnten Weisgraber et al. (137) 1988 zeigen, dass der MB 47- 
Antikörper mit erhöhter Affinität an den LDL- Rezeptor der FDB- Patienten bindet. Der A-
poB- monoklonale Antikörper MB 47 hat ein geteiltes Epitop, welches die Aminosäurenposi-
tion 3500 flankiert (AS 3429 – 3453 und 3507 – 3523). Soria et al. konnten (118) 1989 mit-
tels DNA- Sequenzierung eine Mutation von Nukleotid 10708 in Exon 26 des Apo B- Gens 
nachweisen. Der Austausch der Basenpaare CGG zu CAG bedingt eine Substitution von Glu-
tamin für Arginin im Codon 3500, wodurch die Bindungsseite des Apo B-100 indirekt verän-
dert wird.  
FDB wird autosomal dominant vererbt und hat eine Prävalenz in verschiedenen kaukasischen 
Populationen von 1:500 - 700 für Heterozygote, in der Schweiz von 1:200 (143) und von 
1:1000 000 für Homozygote (52). Nahezu alle bisher beschriebenen FDB- Mutationsträger 
sind europäischen Ursprungs. Myant et al. vermuten, dass die meisten R3500Q- Mutations-
träger von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen, der vor ca. 6750 Jahren in Europa leb-
te. Es wurden bisher drei FDB verursachende Mutationen ausführlich beschrieben. 
 
!"Klinik des familiär defekten Apo B 
Das klinische Bild der FDB- Patienten ist gekennzeichnet durch eine moderate bis starke Hy-
percholesterinämie, Xanthomata, Arcus corneae und frühzeitige Atherosklerose. 
Miserez und Keller (80) konnten 1995 zeigen, dass die Werte für Gesamt- und LDL- Choles-
terin heterozygoter FDB- Patienten geringer und die Streubreite der Messwerte wesentlich 
größer ist als bei FH. 
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Rauh et al. (98) konnten 1992 in einer Gruppe von 54 heterozygoten FDB- Patienten bei 25,9 
% Xanthomata der Sehnen, bei 22,2 % Arcus lipoides und bei 38,9 % und 22,2 % Plaques in 
Karotiden bzw. Koronarien nachweisen. 
Bei den vier bisher beschriebenen homozygoten FDB- Patienten waren die Gesamt- und 
LDL- Cholesterinwerte verglichen mit der 6- bis 10- fachen Erhöhung in FH- Homozygoten, 
nur leicht erhöht (48). Sie lagen im Bereich der Werte der heterozygoten FDB- Patienten. Ein 
Grund hierfür ist eine noch verbliebene, restliche Bindungsaffinität des mutierten LDL von 
13,4 - 14,7 % der normalen LDL- Affinität. Als Konsequenz der gemäßigten Cholesterinwerte 
ist auch die klinische Ausprägung der Erkrankung milder. Lediglich in einem der vier Patien-
ten waren Xanthomata und Zeichen einer KHK nachweisbar (47). Im Gegensatz zu homozy-
goten FH- Patienten konnte bei drei der homozygoten FDB- Patienten der Cholesterinspiegel 
durch Statintherapie deutlich gesenkt werden. 
Schaefer et al. konnten zeigen, dass die Funktion des defekten Apo B durch Apo E nahezu 
vollkommen kompensiert werden kann und die atherogenen Lipoproteinpartikel über den 
LDL- Rezeptor aus der Zirkulation entfernt werden können (107). HDL- Produktion und 
HDL- Katabolismus waren bei dem Patienten mit homozygotem FDB deutlich gesteigert 
(104). 
Differentialdiagnostisch sind die gleichen Überlegungen wie bei der FH anzustellen. Der di-
rekte Nachweis der FDB- Mutationen erfolgt in der Regel durch die spezifische PCR der Co-
don 3456 - 3553 Region des ApoB- 100- Gens. 
 
!"Struktur von Apolipoprotein B und des Apolipoprotein B- Gens 
Im menschlichen Organismus kommen zwei Apo B- Primärformen vor, Apo B-100 und Apo 
B-48, die beide vom gleichen Gen codiert werden. Das Gen für die Apo B- Moleküle ist auf 
Chromosom 2 in der 2p23 - p24 Region lokalisiert (62). Es ist 43 kb lang und besteht aus 28 
Introns und 29 Exons, wobei die Exons 26 und 29 mit 7572 und 1906 Basenpaaren extrem 
groß sind. 
Das Apo B-48 liegt als Apoprotein in Chylomikronen vor und wird nur im Dünndarm synthe-
tisiert. In der Apo B- mRNA im Dünndarm liegt ein C → U Basenaustausch an Stelle 6666 
vor, so das nicht dass ganze Apo B-100 Molekül produziert wird. Apo B-48 ist 264 kDa groß 
und setzt sich aus 2152 Aminosäuren zusammen, die zum aminoterminalen Anteil von Apo 
B-100 homolog sind (27). 
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Apo B-100 ist das einzige Apoprotein der LDL und kommt noch bei VLDL, IDL und Lp(a) 
vor. Es setzt sich aus 4536 Aminosäuren zusammen und ist 550 kDa groß. Aufgrund elektro-
nenmikroskopischer Untersuchungen und Bindungsstudien mit molekulargenetisch veränder-
ten Apo B Molekülen (13) nimmt man heute an, dass Apo B-100 eine ringförmige Struktur 
aufweist. Chatterton et al. (26) konnten zeigen, dass die ersten 89 % des Moleküls den LDL- 
Partikel gürtelförmig mit einer durchschnittlichen Länge von 58,5 nm umrunden, während die 
11 % am carboxyterminalen Ende bogenförmig den Gürtel überqueren (s. Modell nach Boren 
im Diskussionsteil). 
Es wird angenommen, dass das carboxyterminale Ende von Apo B-100 ein negativer Modula-
tor der LDL- Rezeptorbindung ist und die Bindung der VLDL- Partikel an den LDL- Rezep-
tor reduziert. Durch Lipolyse der VLDL- zu kleineren LDL- Partikeln ändert das Apo B-100 
seine Konformation und erlaubt eine bessere Bindung an den LDL- R. Dies wird durch elekt-
ronenmikroskopische Untersuchungen belegt, wo dargestellt werden konnte, dass der Durch-
messer von Apo B-100 in VLDL um ein Drittel größer ist als in LDL (13). 
Boren et al. entdeckten 1998 (13) die Bindungsdomäne für den LDL- Rezeptor. Diese Bin-
dungsstelle („B- Site“) ist in der Umgebung der Aminosäuren 3359 - 3369 lokalisiert. Sie 
konnten an Untersuchungen mit verschiedenen ApoB- Molekülen (Apo B-95, -97, -100 A-
poB- 97 R3500Q und ApoB-100 R3500Q) darstellen, dass die Rezeptorbindungsaffinität zum 
LDL- R. für Apo B-95 besser und für Apo B-97 gleich dem Apo B-100 ist. Die „B- Site“ ist 
mit der ApoE- Bindungsstelle zum LDL- R. nahezu identisch. Sie konnten an ihrem Modell 
zeigen, dass Arginin an Stelle 3500 mit Tryptophan an Stelle 4369 interagiert und, dass diese 
Bindung ursächlich für die Überquerung des carboxyterminalen Gürtels an Stelle 3500 von 
Apo B-100 oder in deren Umgebung ist. Tauscht man das Tryptophan an Stelle 4369 durch 
ein Tyrosin aus, hat dies den gleichen Effekt auf den ApoB-100- Durchmesser, die Affinität 
zum LDL- R. und die Bindung des MB 47- Antikörpers, wie die R3500Q- Mutation. 
Die Interaktion an dieser Stelle ist essentiell für die Bindung an den LDL-R.. Aus Verände-
rungen dieser Interaktion resultieren eine Konformationsänderung des Glykoproteins, redu-
zierte Rezeptorbindungen und das Krankheitsbild des FDB (12). Dies wird auch durch die 
gesteigerte Affinität des MB 47- Antikörpers belegt (137). 
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!"Mutationen im Apo B- Gen und die Auswirkung auf den Lipidstoffwechsel 
Bisher wurden vier natürliche Mutationen im Apo B-100- Gen beschrieben, die mit einer re-
duzierten Bindung an den LDL- Rezeptor und Hypercholesterinämie und damit mit dem 
Krankheitsbild FDB assoziiert sind: 
 
• R3500Q   (Soria et al. 1989) (118) 
• R3500W  (Gaffney et al. 1995) (46) 
• R3531C   (Pullinger et al. 1995) (95) 
• R3480W  (Boren et al. 2001) (12) 
Eine polnische Arbeitsgruppe (9) konnte eine Thr3492Ile- Mutation im ApoB- Gen nachwei-
sen (nähere Informationen sind bis dato noch nicht veröffentlicht). Gaffney et al. fanden in 
einer Screening von 2757 Probanden eine N3516K- Mutation. Die Mutation liegt an mRNA- 
Position 10757 im Codon 3516. Asparagin (AAC) ist gegen Lysin (AAG) ausgetauscht. Bei 
der Familienuntersuchung des Indexpatienten fielen 6 weitere N3516K- Mutationsträger auf. 
Keiner der Mutantenträger hatte jedoch erhöhte Lipidwerte. Das MB 46/MB 3- Antikörper- 
Bindungsverhältnis war verändert, was eine Konformationsänderung in der Apo B- Bindungs-
region impliziert. Das Wachstum der U937 Zellen war wie bei R3500Q reduziert. Das Apo B- 
Allotypen- Verhältnis in der Laserlichtuntersuchung war, ebenso wie die Bindungsaffinität 
des mutierten LDL apoB zum LDL- Rezeptor, normal (45).  
Alle beschriebenen, mit Hypercholesterinämie assoziierten Mutationen liegen im Exon 26 und 
bedingen eine Veränderung der Proteinstruktur in einem Bereich von nur 51 Aminosäuren, 
nämlich einen Verlust von Arginin in der Apo B- Bindungsseite für den LDL- Rezeptor. Sie 
kommen in unterschiedlicher Häufigkeit in der Bevölkerung vor und reduzieren in unter-
schiedlichem Ausmaß die Bindungsaffinität zum LDL- Rezeptor: 
 
R3500Q 
R3500Q (118) ist die erste und bestbeschriebene FDB- Mutation. Aus einer Guanin → Ade-
nin Transition im Nukleotid 10708 im Codon 3500 des ApoB- Gens, resultiert ein Aminosäu-
renaustausch Arginin (CGG) → Glutamin (CAG). Glutamin 3500 kann nicht mit Tryptophan 
4369 interagieren und es kommt zur Konformationsänderung der für die LDL- Rezeptorbin-
dung wesentlichen „B- site“ von Apo B-100 (12). Innerarity et al. (59) konnten zeigen, dass 
LDL betroffener Patienten eine Bindungsaffinität zum LDL- Rezeptor im Vergleich zu ge-
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sunden Probanden von 32 % haben. Das Verhältnis von defekten zu normalen LDL- Partikeln 
im Plasma heterozygoter Patienten beträgt 70/30, womit für die defekten Apo B- Moleküle 
eine Bindungsaffinität von 3 - 5 % des Normalen resultiert. 
Die Mutation kommt mit einer Häufigkeit von 0,08 % in der Normalpopulation vor. Die Ge-
samt- und LDL- Cholesterinwerte waren durchschnittlich im Vergleich zur Normalbevölke-
rung 100 bzw. 82 mg/dl höher. Das Risiko an einer KHK zu erkranken war siebenmal größer 
als in der Normalbevölkerung, auch das Risiko an pAVK und Hypertonie zu erkranken war 
erhöht (129). Eine mögliche Erklärung für das im Verhältnis zur moderaten Cholesterinerhö-
hung deutlich gesteigerte KHK- Risiko ist die vermehrte Anzahl oxygenierter LDL- Partikel 
durch die verlängerte „Residence Time“ in FDB (RT) (92). 
Pietzsch et al. (93) konnten in einer in- vivo- Turnoverstudie mit 5 heterozygoten FDB- Pati-
enten zeigen, dass der im Vergleich zu heterozygoten FH- Patienten moderate Anstieg der 
LDL- Plasmawerte durch einen Anstieg der fraktionellen Katabolismusrate (FCR) der LDL- 
Vorstufen und eine verminderte Konversion von IDL zu LDL bedingt ist. Die Plasmaverweil-
dauer von mutiertem IDL apoB-100 war signifikant verkürzt, die von LDL apoB-100 verlän-
gert. Die FCR für LDL apoB-100 betrug 32 % der normalen Kontrollen, die FCR für VLDL 
unterschied sich dagegen nicht. 
 
R3500W 
Gaffney et al. beschrieben 1995 (46) eine unabhängige Mutation im Codon 3500 des Apo B- 
Gens. Arginin wird durch das durch TGG kodierte Tryptophan ausgetauscht. Dies bedingt 
eine verminderte Rezeptoraffinität, doch kann Tryptophan 3500 besser mit Tryptophan 4369 
interagieren als Glutamin 3500 (12). In der Ausprägung des Phänotyps und in Zellstudien mit 
U937 Zellen wurden keine Unterschiede verglichen mit der R3500Q- Mutation festgestellt. 
U937 Zellen sind für ihr Wachstum absolut auf extrazelluläres LDL- Cholesterin angewiesen. 
Die durchschnittliche Zellwachstumsrate lag in Anwesenheit von heterozygoten R3500Q- 
LDL, als auch für 3500W- LDL bei ca. 50 % des Normalen (46). 
Gaffney et al. fanden zwei Patienten mit der R3500W- Mutation in 907 hyperlipämischen 
Patienten. In einer Untersuchung dänischer Patienten 1998 konnten Tybjaerg-Hansen sowohl 
in 36 FH- Patienten, als auch in 948 KHK-Patienten, als auch in 2021 gesunden Patienten 
keine R3500W- Mutation identifizieren (129) . 
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R3531C 
Pullinger et al. fanden 1995 (95) mittels SSCP- Screening von 1560 DNA- Proben die 
R3531C- Mutation, eine Basensubstitution im Nukleotid 10800 im Codon 3531. Diese verän-
dert das Arginin Codon CGC zu Cystein, TGC. 
Das mutierte LDL hatte in Bindungsstudien eine Affinität zum LDL- Rezeptor von 62,9 % 
des Normalen. Das Verhältnis von mutiertem zu normalem LDL im Plasma war 59/41. Hier-
aus errechnet sich eine Affinität des defekten Cys 3531- LDL von 27 % des Normalen. Die 
Zellwachstumsraten der U937 Zellen lagen bei 74,1 % ± 4,0 % des Normalen. Gesamt- und 
LDL- Cholesterinwerte waren 51 und 36 mg/dl (94) höher als die der Kontrollen. 
In einer vorselektierten Gruppe bei Patienten mit Fettstoffwechselstörungen fanden Pullinger 
et al. 11 R3531C- Mutanten aus 4130 Individuen, was einer Häufigkeit von 1/375 entspricht. 
Tybjaerg-Hansen et al. (129) fanden in einer Studie mit 9255 dänischen Patienten die 
R3531C- Mutation in einer Häufigkeit von 0,08 %. Sie konnten keine signifikante Erhöhung 
von Gesamt- und LDL- Cholesterin feststellen. Die Mutation war nicht mit einem erhöhten 
KHK- Risiko assoziiert.  
Rabes et al. (96) fanden in einer Untersuchung einer französischen Familie 10 heterozygote 
R3531C- Mutanten. Nur 4 von 10 Patienten hatten erhöhte Gesamt- und LDL- Cholesterin-
werte. Bei diesen vier Probanden konnte gleichzeitig eine Mutation im LDL- Rezeptorgen, 
LDL- R.- P644L festgestellt werden. Die unterschiedlichen Ergebnisse sprechen für eine vari-
able Expression des Phänotyps dieser Mutation, die durch andere genetische Faktoren, wie 
den Apo E- Phänotyp und Stoffwechselstörungen moduliert wird. 
 
R3480W 
Boren fand in einer Untersuchung von 2500 hypercholesterinämischen Patienten einen 
R3480W- Mutationsträger mit milder Hypercholesterinämie und reduzierter Affinität zum 
LDL- R. (12). 
 
1.3.4. Der Apolipoprotein E und der ApoE- Polymorphismus 
!"Struktur von Apolipoprotein E und die Apolipoprotein E- Genotypen 
Das Apo E- Gen hat eine Länge von 3,7 kb und besteht aus 4 Exons. Es liegt wie das LDL- 
Rezeptorgen auf Chromosom 19, scheint aber keine Verbindung zu diesem zu haben (77). 
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Apo E ist ein 299 Aminosäuren großes Glykoprotein. Die aminoterminalen zwei Drittel des 
Proteins formen vier Helices, wobei sich in Helix 4 im Bereich der Aminosäuren 136-150 die 
Bindungsstelle für den LDL- Rezeptor befindet. Diese Bindungsstelle ist nahezu identisch mit 
der B- Site von Apo B-100. 
Apo E vermittelt die Lipoproteinaufnahme in die Leber, moduliert die Hydrolyse von VLDL- 
und Chylomikronen- Triglyzeriden und stimuliert die VLDL- Produktion. Es kommt insbe-
sondere in Chylomikronen, VLDL, IDL und in HDLE vor und reguliert durch Bindung an das 
LRP und den LDL- Rezeptor den Katabolismus dieser Lipoproteine, vor allem der Lipopro-
tein- Remnants. Apo E scheint an alle bekannten Lipoprotein- Rezeptoren zu binden (79). 
Apo E wird vor allem in Leber, Niere und Milz produziert. Es hat eine Funktion in der Rege-
neration des peripheren Nervengewebes und ist an der Immunregulation beteiligt (77). 
Durch isoelektrische Fokussierung können drei ApoE- Isoformen (E-2, E-3, E-4) unterschie-
den werden (55). Aufgrund der drei Allele Є2, Є3, Є4, lassen sich drei homozygote (E 2/2, E 
3/3, E 4/4) und drei heterozygote (E 2/3, E 2/4, E 3/4) Phänotypen unterscheiden. Der Apo E- 
Polymorphismus lässt sich auch mit PCR und Restriktionsanalyse darstellen (99). 
Das Allel Apo Є3 (77,3 %) kommt in der Bevölkerung am häufigsten vor und wird als Nor-
malform angesehen. Die Allele Є2 (7,7 %) und Є4 (15 %) entstehen aus dem Wildtyp Є3 
durch je eine Punktmutation (132). Є4 besitzt in Position 112 Arginin statt Cystein und Є2 in 
Position 158 Cystein statt Arginin. Neben diesen häufigen Varianten kommen auch noch an-
dere Mutationen im Apo E- Gen mit Auswirkung auf den Lipoproteinstoffwechsel vor, diese 
sind aber sehr selten (77). 
 
!"Die Auswirkung des Apo E- Polymorphismus auf den Lipidstoffwechsel 
Der Apo E- Polymorphismus beeinflusst sowohl den endogenen, als auch den exogenen Cho-
lesterintransport. Das Ranking der verschiedenen ApoE- Phänotypen in bezug auf steigende 
Cholesterinwerte ist E 2/2, E 3/2, E 3/3, E 4/2, E 4/3 und E 4/4. Das Allel Є2 ist im Vergleich 
mit Є3 mit geringeren Gesamt-, LDL-Cholesterin-, Apo B- und höheren Triglyzerid-Werten 
assoziiert. Das Allel Є4 wird häufiger in hypercholesterinämischen Patienten gefunden (77). 
Apo E-2 bindet schlecht an den LDL- Rezeptor und das LRP und bewirkt einen Konzentrati-
onsanstieg der Chylomikronen- und VLDL- Remnants und ein Absinken des LDL im Plasma. 
Die Apo E-2 Isoform hat eine Bindungsaffinität zum LDL- Rezeptor von 1 % im Vergleich zu 
den beiden anderen Isoformen. Die niedrige LDL- Konzentration beruht auf zwei Faktoren. 
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Es wird aufgrund einer Blockade der LPL durch hohe Apo E-2-Werte weniger VLDL in IDL 
überführt und wegen der verminderten Aktivierbarkeit der HL durch Apo E-2 weniger IDL in 
LDL überführt. Ein kleiner Teil dieser Gruppe (weniger als 10 %) kann eine familiäre Dysbe-
talipoproteinämie entwickeln (130;131). 
Apo E-4 wird schneller verstoffwechselt, was zu einem beschleunigten Umbau der VLDL in 
LDL und einer schnelleren Chylomikronenelimination aus dem Plasma führt. Die Anzahl der 
LDL- Rezeptoren auf den Hepatozyten sinkt kompensatorisch, das Plasma- LDL steigt an. 
Personen mit Apo E-4- Phänotyp haben ein erhöhtes Risiko für Atherosklerose und Alzhei-
mer-Krankheit. 
Davignon et al. (34) konnten nachweisen, dass der Apo E- Polymorphismus für ca. 10 % der 
interindividuellen Unterschiede der Serumcholesterinspiegel in verschiedenen Populationen 
verantwortlich ist. Unabhängig vom Apo E- Polymorphismus können Veränderungen im 
Plasmaspiegel von Apo E 20 - 40 % der Variationen der Plasmakonzentrationen von Triglyze-
riden und VLDL- Cholesterin bedingen (75). 
Manke (78) zeigte bei 46 heterozygoten FDB- Patienten mit der Arg3500Gln- Mutation, dass 
auch bei FDB- Patienten eine Apo E bedingte Variabilität der Lipidwerte zu finden ist.  
Duly (36) konnte zeigen, dass das E- 4- Allel in FH- Patienten nahezu doppelt so häufig vor-
kommt, als in der Normalpopulation. Die Homozygotenhäufigkeit für das E-4 Allel betrug in 
der FH- Gruppe 8,4 % gegenüber 1,7 % in der Kontrollgruppe. Möglicherweise lässt sich die-
ser Befund auf einen „sampling bias“ zurückführen, da die Personen mit E-4/4 wie oben er-
wähnt, zusätzlich zum LDL- Rezeptordefekt zu erhöhten Cholesterinwerten neigen und da-
durch dann auch „leichter“ als FH klassifiziert und diagnostiziert werden. 
 
1.3.5. CETP- Polymorphismus und Atherosklerose 
Das Cholesterinestertransferprotein (CEPT) hat eine zentrale Rolle im HDL- Metabolismus. 
Es ist für den Transfer von Cholesterinestern aus HDL zu VLDL und LDL verantwortlich. 
CETP ist ein Regulator der Cholesterinaufnahme in die Hepatozyten (reverser Cholesterin-
transport). Indem es den Cholesterinestergehalt der atherogenen Lipoproteine steigert, fördert 
es die Atherogenität dieser Lipoproteine. 
Kuivenhoven et al. (68) konnten den Polymorphismus des CETP- Gens in einer prospektiven 
Studie mit 807 KHK-Patienten nachweisen. Beim Menschen liegen die CETP- Allele B1 und 
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B2 vor. In der westlichen Gesellschaft haben 35 % den B1/B1, 49 % den B1/B2 und 16 % den 
B2/B2 Alleltyp. 
Das B1- Allel ist mit höheren CETP- Konzentrationen im Plasma und konsekutiv mit geringe-
ren HDL- Cholesterinkonzentrationen vergesellschaftet. Die CETP- Konzentration im Plasma 
ist umgekehrt proportional zur HDL- Cholesterinkonzentration, was die gefundene signifikan-
te Korrelation zwischen CETP- Genotyp und der Progredienz einer koronaren Herzerkran-
kung (B1/B1 > B1/B2 > B2/B2) erklärt. 
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 
Die Atherosklerose ist die bedeutendste Todesursache in den westlichen Industrienationen. 
Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist die klinisch bedeutendste und am häufigsten letal ver-
laufende Manifestation der Atherosklerose. Etwa 30 % aller Todesfälle pro Jahr beruhen auf 
den akuten oder chronischen Folgen einer KHK. In großangelegten epidemiologischen Lang-
zeitstudien konnten verschiedene Risikofaktoren der Atherogenese gefunden werden. Heraus-
ragend aus einer Gruppe von Risikofaktoren ist die Hypercholesterinämie, besonders die Er-
höhung der Plasmakonzentration der Lipoproteine geringer Dichte, der LDL. 
Apolipoprotein B-100 ist das einzige Apoprotein der LDL und kommt noch in VLDL, IDL 
und Lp(a) vor. Defekte im Apo B-100- Gen sind Ursache des Krankheitsbildes „familiär de-
fektes ApoB“ (FDB). Bei FDB kommt es zu einer Konformationsänderungen von Apoli-
poprotein B-100 und zu einer reduzierten Bindung an den LDL- Rezeptor. Hieraus resultieren 
erhöhte Gesamt- und LDL- Cholesterinwerte, klinische Symptome wie Xanthomata, Arcus 
corneae und das Risiko für die koronare Herzkrankheit ist signifikant, für die R3500Q- Muta-
tion siebenfach erhöht. 
Ziel dieser Arbeit war es ein Kollektiv von über 800 Patienten, die an unserer Klinik eine 
Herzkatheteruntersuchung der Koronargefäße bekamen, auf Mutationen im Apo B-100- Gen 
zu screenen und den Lipidstoffwechsel der Mutationsträger zu untersuchen. 
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3. Material und Methoden 
3.1.Studiendesign 
3.1.1. Patientenkollektiv und Einschlusskriterien der in-vivo- Kinetikuntersuchung 
Wir untersuchten im Rahmen dieser Arbeit 853 Patienten, die alle an unserer Klinik korona-
rangiographiert wurden, auf Risikofaktoren für die koronare Herzerkrankung. Die Blutproben 
der Patienten wurden auf Mutationen im ApoB-100- Gen gescreent. Wir untersuchten in der 
in- vivo- Kinetikuntersuchung Patienten mit einer neu gefundenen ApoBHis3543Tyr- Mutation. 
Von den vier, im DGGE- Screening entdeckten Patienten nahmen zwei an dieser Untersu-
chung teil. Die Ergebnisse der Turnover- Studie wurden mit den Untersuchungsergebnissen 
eines Normalkollektivs aus sechs gesunder Probanden verglichen. Alle Studienteilnehmer 
hatten vor Aufnahme in diese Studie schriftlich ihr Einverständnis erklärt. Die Studie selbst 
war durch die Marburger Ethik-Kommission genehmigt worden.  
 
3.2.Molekulargenetik 
Die Kapitelfolge der molekulargenetischen Untersuchungen ist nach den einzelnen Methoden 
eingeteilt und nicht nach dem tatsächlichen Ablauf der einzelnen Untersuchungen. 
 
3.2.1.Strategien zum Mutationsscreening 
Es existieren verschiedene Techniken zur schnellen Identifizierung von vorbeschriebenen 
oder neuen Genmutationen. Vor allem zwei Methoden haben sich hierzu durchgesetzt, die 
Analyse des „single strand conformation polymorphism“ (SSCP) und die „denaturierende 
Gradientengelelektrophorese“ (DGGE). Mit der SSCP ist es möglich Fragmente zwischen 150 
– 200 bp sehr einfach zu analysieren. Ein großer Nachteil ist, dass die Rate der detektierten 
Mutationen nur zwischen 80 - 90 % liegt. Dagegen können mittels der DGGE- Methode na-
hezu 100 % der Mutationen detektiert werden. Es ist möglich Fragmente bis zu einer Größe 
von 1000 bp zu analysieren. 
Wegen oben genannter Gründe, verwendeten wir in unseren Untersuchungen die DGGE- Me-
thode zum Screening auf Mutationen im Apo B-100- Gen. 
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3.2.2. DNA- Gewinnung 
Zur DNA- Isolierung wurde zu 200 µl Vollblut 600 µl DNA- Isolationslösung unter dem Ab-
zug gegeben. 30 ml der DNA- Isolationspuffer- Stammlösung wurden mit 10 ml Roti- Phenol 
(Fertiglsg., Fa. Roth) zur DNA- Isolationslösung gemischt. 
 
Chemikalien Menge 
3M Guanidiniumisothyoycyanat (GuSCN) 70,8 g 
30 mM Tris- HCl (pH 7,0) 0,18 g 
20g/l Triton X- 100 (Fa. BioRad) 100 µl 
15 mM EDTA 0,279 g 
0,5 % SDS (sodium dodecyl sulfate, Fa. Merck) 0,25 g 
2M Lithium Chlorid (LiCl) 4,2 g 
5g/l ß- Mercaptoethanol (filtriert) 0,25 g 
3M Urea 9 g 
Aqua bidest. ad 200 ml 
Tabelle 8: Zusammensetzung der Stammlösung des DNA- Isolationspuffers. 
Der pH- Wert der Stammlösung wurde auf 7,2 eingestellt. 
Die Probe wurde 10 s. mit dem Vortexgerät geschüttelt und dann 30 s. abzentrifugiert. Der 
wässrige Überstand (ca. 800 µl) wurde nun in ein neues Eppendorfgefäß überführt und mit 
800 µl Isopropanol vorsichtig gemischt. Die Probe wurde 2 min. zentrifugiert und der Über-
stand mit der Wasserstrahlpumpe vorsichtig abgesaugt. Das verbliebenen Pellet wurde in 
1200 µl 70 % Ethanol gewaschen, 20 s. zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das ge-
trocknete Pellet in 50 µl Aqua bidest. aufgenommen. 
 
3.2.3. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurde Mitte der achtziger Jahre von Kary Mullys ent-
wickelt. Sie ermöglicht es, eine enorme Anzahl von Kopien spezifischer DNA- Sequenzen zu 
produzieren und hat dadurch die Molekulargenetik revolutioniert. Die PCR benutzt das Prin-
zip der DNA- Replikation. Das Ausgangsmaterial ist der jeweilige DNA- Einzelstrang der 
gewünschten Sequenz. Durch Hitzedenaturierung kann man den DNA- Doppelstrang aufspal-
ten und durch Hinzufügen eines Oligonukleotidprimers den Startpunkt der Neusynthese fest-
legen. Durch Zugabe der benötigten Einzelbausteine der DNA (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
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und der hitzestabilen Taq- Polymerase kann nun die Synthese neuer DNA- Stränge vonstatten 
gehen. 
Ein Amplifikationszyklus besteht aus Denaturierung, Anhybridisierung und Neusynthese des 
DNA- Stranges. Aufgrund der Hitzeresistenz der Taq- Polymerase (Polymerase des Bakteri-
ums Thermus Aquaticus) ist eine einmalige Zugabe der benötigten Substanzen ausreichend, 
so dass mit Hilfe von Thermocyclern beliebig viele Amplifizierungsrunden bis zur gewünsch-
ten Kopienzahl vollautomatisch durchlaufen werden können (136). 
Wir verwendeten in dieser Arbeit die PLATINUM Taq DNA Polymerase (Größe 250 U, 5 
U/µl in 10x PCR-Puffer, minus MG und 50 mM MgCl2) der Fa. GibcoBRL Life Technolo-
gies (USA). 
 
!"Auswahl und Sequenz der verwendeten Oligonukleotide 
Oligonukleotide zur Apolipoprotein E- Genamplifizierung: 
Es wurde der Primer Mix zur Apo E- Genotypisierung der Fa. Roth verwendet, bestehend aus 
den Oligonukleotiden: 
• ApoE-AT3´-5´-ATAAATATAAAATATAAATAACAGAATTCGCCCCGGCC 
TGGTACAC-3´  
• ApoE-5´:5´-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3 
 
Oligonukleotide zur ApoB- Genamplifizierung: 
 
Name 5´ Primer Intron (bp) 3´ Primer 
Intron 
(bp) 
Fragment- 
länge 
Apo B e 
bGGAGCAGTTGACC
ACAAGCTTAGC  
GGTGGCTTTGCTT
GTATGTTCTCC  382 
b 30- bp GC- Clamp: CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG 
e es wurde die Apolipoprotein B Codon 3456 - 3553 Region gescreent. 
Tabelle 9: Oligonukleotide zur Amplifikation der Codons 3500 Region der humanen Apoli-
poprotein B-100- Gene (Fa. GibcoBRL Life Technologies (USA)). 
In der ApoB- Codon 3456 - 3553 Region sind alle bisher beschriebenen Mutationen enthalten. 
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Oligonukleotide zur LDL- Rezeptorgen- Amplifizierung: 
 
Name 5´ Primer Intron (bp) 3´ Primer 
Intron 
(bp) 
Fragment- 
länge 
LDL- R- 
Prom. 
bAGGACTGGAGTGG-
GAATCAGAGC  
TGCTGTGTCCTAG
GAAACCC  252 
Exon 1 
aTTGAAATGCGA-
AATGACGTGGCG  
CTGGCGCCTGGAG
CAAGC 5 256 
Exon 2 
bCGTGGTCAGTTTCT
GATTCTGGCG 34 
ATAAATGCATAT-
CATGCCCAAAGG 8 253 
Exon 3 
bTCGGCCTCAGTGGG
TCTTTC 35 
ACTCCCCAG-
GACTCAGATAGGC 28 268 
Exon 4,5´ 
bÁCTGCGGCAGCGTC
CCCGGC 66 
GGCTGCAGGTG-
GAGCTGTTGC  
297 
 
Exon 4,3´ ACCTGTGGTCCCGC-CAGC  
CCAGGGA-
CAGGTGATAG-
GACG 
28 345 
Exon 5 
bGGCCCTGCTTGTTTT
CTCTGG 45 
AGCAGCAAGG-
CACAGAGAATGG 30 282 
Exon 6 
bACGAAACT-
GAGGCTCAGACA-
CACC 
34 GCTCCCCACA-AACTCTGCAAGC 19 262 
Exon 7 
bAGAGTGAC-
CAGTCTG-
CATCCCTGG 
10 TTGGTTGCCATGTCAGGAAGC 38 253 
Exon 8 
bTCCCCAC-
CAAGCCTCTTTCTCT
C 
8 CCACCCGCCGCCTTCC 9 222 
Exon 9 
cCTGACCTCGCTCCC
CGGACC 5 
GGCTGCAGG-
CAGGGGCGACG 5 278 
Exon 10 GCAGTGAGAT-GAGGGCTCCTGG 29 
bCCTGCAGCCCT-
CAGCGTCG 11 349 
Exon 11 
bGGATCCTCCCCCGC
CCTC 33 
TGGCTGGGACGGC
TGTCC 11 239 
Exon 12 GGCCCTCAGGCCCTCTGG 46 
bCCGAGTTTTCTGC
GTTCATCTT 70 336 
Exon 13 
aGT-
CATCTTCCTTGCTGC
CTG 
5 
CACAAGGAGGTTT
CAAGGTTGG 25 
264 
 
Exon 14 
aTCTCGTTCCTGCCCT
GACTCC 16 
GACACAGGACG-
CAGAAACAAGG 12 274 
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Exon 15 
dGGCACGTGGCACT-
CAGAAGACG 17 
aGTGTGGTGGCGG
GCCCAGTC 5 288 
Exon 16 
aCTC-
CATTTCTTGGTGGCC
TTCC 
37 
CATAGCGG-
GAGGGCTGT-
GACCTGG 
29 239 
Exon 17 
aGGGCAGCTGTGT-
GACAGAGCG 15 
CATGGCTCTGGCT
TTCTAGAGAGG 11 279 
Exon 18 
aCCTGAGTGCTG-
GACTGATAGTTTCC 22 
AAGGCCGGC-
GAGGTCTCAGG _ _ _  190 
a 50- bp GC- Clamp: 
CGCCCGCCGCCGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG. 
b 30- bp GC- Clamp: CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG. 
c 46- bp GC-/10- bp AT- Clamp: 
CGCCGCGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGAAATAATAAA. 
d 3- bp GC- Clamp: CGG 
Tabelle 10: Oligonukleotide zur Amplifikation der LDL- Rezeptor Promotorregion, und der 
Exone 1 - 18 des LDL- Rezeptorgens (Fa. GibcoBRL Life Technologies (USA)). 
Die Primer zur ApoE- PCR wurden in einer Konzentration von 25 pmol/1 µl Primer Mix 
verwendet (99), die zur ApoB-100- PCR und LDL- Rezeptor- PCR in einer Konzentration 
von 25 pmol/10 µl Primer Mix. 
 
!"In vitro Amplifikation von Apolipoprotein B- DNA mittels PCR  
Wir verwendeten zur Amplifikation der Proben ausschließlich den DNA- Thermal- Cycler 
(PTC- 200) der Fa. MJ Research, USA. Der PCR- Ansatz wurde vorsichtig gemischt und die 
Proben im DNA- Thermal- Cycler nach einem vorher eingegebenen Programm amplifiziert. 
Ein Zyklus bestand aus der Denaturierung der Proben- DNA bei 94 °C für 30 s., dem An-
hybridisieren der Primer bei 60 °C für 20 s. und der Polymerisation der Proben bei 72 °C für 
45 s.. Es wurden 35 Zyklen durchlaufen, wobei beim letzten Zyklus die Polymerisationszeit 
auf 5 Minuten verlängert wurde. 
Die PCR wurde modifiziert nach Nissen et al (85) durchgeführt. Zur Kontrolle auf erfolgreich 
amplifizierte PCR- Produkte wurden je 5 µl des PCR- Ansatzes auf einem 2 % Agarose- Gel 
aufgetrennt. 
Der PCR- Ansatz für die LDL- Rezeptor- und ApoB- Genamplifizierung ist in Tabelle 11 
dargestellt. 
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Chemikalie Menge 
50 mM MgCl2  2 µl 
10x PCR- Puffer 5 µl 
25 mM dNTP  0,4 µl 
25 pmol/10 µl Primer Mix  10 µl 
DNA- Template 10 µl 
H2O steril 22,3 µl 
Taq- Polymerase  0,3 µl 
Tabelle 11: PCR- Ansatz zur LDL- Rezeptorgen- und ApoB-100- Genamplifikation. Das 25 
mM „Desoxy- Nukleotid- Tri- Phosphat- Gemisch“ (dNTP- Mix, Fa. Promega, USA) setzt 
sich zusammen aus Stocklösungen von jeweils 100 mM „Desoxy- Adenosin- Tri- Phosphat“ 
(dATP), „Desoxy- Cytosin- Tri- Phosphat“ (dCTP), Desoxy- Guanidin- Tri- Phosphat“ 
(dGTP) und „Desoxy- Tyrosin- Tri- Phosphat“ (dTTP). 
 
!"In vitro Amplifikation des kompletten LDL- Rezeptorgens mittels PCR 
Die Amplifikationsbedingungen aller Exone und der Promotorregion des LDL- Rezeptorgens 
entsprachen denen für die ApoB-100- Codon 3456 - 3552 Region und waren modifiziert nach 
Nissen et al. (85). Der PCR- Ansatz ist in Tabelle 11 dargestellt. 
 
!"In vitro Amplifikation von Apolipoprotein E- DNA mittels PCR 
Die PCR wurde, modifiziert nach Reymer et al., (99) mit folgendem Ansatz durchgeführt: 
 
Chemikalie Menge 
50 mM MgCl2  3,28 µl 
10x PCR- Puffer 10 µl 
25 mM dNTP  0,8 µl 
25 pmol/µl Primer Mix 2 µl 
DNA- Template 10 µl 
H2O steril 63,5 µl 
Taq- Polymerase 0,3 µl 
DMSO (Dimethylsulfoxyd) 100 % 5 µl 
Glycerol 100 % 5 µl 
Tabelle 12: PCR- Ansatz zur Apo E- Genotypisierung. 
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Der PCR- Ansatz wurde vorsichtig gemischt und die Proben im DNA- Thermal- Cycler nach 
einem eingegebenen Programm amplifiziert. Ein Zyklus bestand aus der Denaturierung der 
Proben- DNA bei 94 °C für 1 min., dem Anhybridisieren der Primer bei 60 °C für 1 min. und 
der Polymerisation der Proben bei 72 °C für 1 min.. Es wurden 35 Zyklen durchlaufen, wobei 
beim letzten Zyklus die Polymerisationszeit auf 10 Minuten verlängert wurde. 
Danach wurden die Proben dem Restriktionsverdau zugeführt. Zur Kontrolle des Amplifikati-
onserfolgs wurde eine PCR- Kontrolle auf einem 2 % Agarosegel durchgeführt. 
 
3.2.4. Restriktionsverdau von Apolipoprotein E 
Um die sechs verschiedenen ApoE- Genotypen (E 2/2, E 3/3, E 4/4, E 2/3, E 2/4, E 3/4) zu 
unterscheiden, wurden die amplifizierten ApoE- DNA- Stränge in spezifische Fragmente auf-
getrennt. Man verwendet hierzu Restriktionsendonucleasen, die DNA- Doppelstränge se-
quenzspezifisch spalten. Wird durch eine Mutation eine Frequenz verändert, spaltet das En-
zym den Strang an dieser Stelle nicht oder es entstehen durch Mutationen neue Schnittstellen. 
Den Effekt, dass sich entsprechende DNA- Abschnitte bei verschiedenen Individuen in Re-
striktionsfragmente unterschiedlicher Länge aufspalten lassen, nennt man „Längen- Poly-
morphismus von Restriktionsfragmenten“ (RFLP). Zur Kennzeichnung der zahlreichen, be-
kannten Restriktionsenzyme werden Abkürzungen verwendet, die auf den Ursprungsorganis-
mus hinweisen. In unseren Untersuchungen wurde ausschließlich das Enzym CfoI (Restrikti-
onsenzym zur Apo E Genotypisierung, Fa. Promega, USA) verwendet. Andere Gruppen ver-
wenden statt CfoI das Enzym HhaI (99). Die beiden Enzyme sind Isoschizomere und erken-
nen die selben Schnittstellen. 
Die von uns amplifizierte polymorphe Region im Exon 4 des ApoE- Gens hat eine Fragment-
länge von 267 bp. Innerhalb dieser Region gibt es 4 konstante und 2 polymorphe Schnittstel-
len für die Restriktionsendonuclease CfoI. Ein Restriktionsverdau dieser Region erlaubt die 
Darstellung der sechs ApoE- Genotypen. 
Die PCR- Proben wurden mit dem Restriktionsenzym CfoI verdaut. Dazu wurden 25 µl des 
PCR- Produkts mit 3 µl Restriktionsenzym- Puffer (10x RE- Puffer) und 4 U (Unit) CfoI in 
einem Gesamtvolumen von 30 µl gemischt, bei 37 °C für 90 min. inkubiert und danach der 
nicht denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese zugeführt. 
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3.2.5. Gelelektrophorese von DNA- Proben 
Agarose ist ein aus Meeresalgen gewonnenes Polysaccharid. Die Porengröße der Agarosegele 
ist abhängig von der Konzentration der Agarose (Einwaage der Agarose/Wasservolumen). 
Durch Aufkochen löst sich die Agarose in Wasser und geliert beim Abkühlen, hierbei bilden 
sich Polysaccharid- Sol Doppelhelices, die sich in Gruppen seitlich zu relativ dicken Fäden 
zusammenlagern. Die Agarose- Gelelektrophorese ist die Standardmethode für die Trennung, 
Identifizierung und Reinigung von DNA- oder RNA- Molekülen. 
Bei der nichtdenaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese von Nukleinsäuren wird auf 
den Zusatz von Denaturans verzichtet. Die Nukleinsäuren werden allein aufgrund der unter-
schiedlichen Molekülmasse aufgetrennt. 
Wir verwendeten für die DNA- Polyacrylamidgele die Fertiglösung (40 % Acrylamid/Bis. 
Solution (29/1) Vernetzungsgrad C = 3,3 %) der Fa. BioRad. 
 
!"Herstellen der Gele und Gellösungen für Agarosegele 
Wir verwendeten für unsere 2 % Agarosegele die horizontale MINI Sub Cell GT- Einheit der 
Fa. BioRad. Die Elektrophoresekammer wurde mit Aqua bidest. gespült und die Umrandun-
gen der Gellauffläche mit Klebeband abgeklebt. 0,6 g Agarose wurden mit der Analysewaage 
abgewogen, mit 0,6 ml TAE- Puffer (s.u.) versetzt, mit Aqua bidest. auf 30 ml aufgefüllt und 
in einem Mikrowellenherd für 5 min. gekocht. Nach Abkühlen der Lösung auf ca. 40 °C wur-
de das Gel gegossen und der Kamm vorsichtig inseriert. Die Klebestreifen wurden entfernt 
und die Kammer mit 1x TAE-Elektrodenpuffer gefüllt. Anschließend wurde der Kamm vor-
sichtig entfernt und die Taschen mit Puffer befüllt. 
Zur Gelelektrophorese, der mittels PCR amplifizierten DNA wurde folgender Auftragspuffer 
verwendet: 
 
Chemikalie Konzentration 
EDTA 1 mM 
Bromphenolblau 0,25 % 
Xylencyanol 0,25 % 
Glycerol 50 % 
Tabelle 13: Zusammensetzung des DNA- Auftragspuffers für Agarosegele. 
 
Material und Methoden 42 
!"Gele und Gellösungen für die nicht denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese 
 
Chemikalie Menge 
40 % Acrylamid/Bis. Solution (29/1) Vernetzungsgrad C= 3,3 %  3,75 ml 
50x TAE- Puffer 200 µl 
Aqua bidest. 6 ml 
10 % Ammoniumpersulfat 100 µl 
TEMED 10 µl 
Tabelle 14: Zusammensetzung der Gellösung für die nicht denaturierende Polyacrylamidgele-
lektrophorese. 
 
!"PCR- Kontrollgel 
Als PCR- Kontrollgel wurden 2 % Agarosegele verwendet. Je 5 µl der Proben der ApoE-, 
ApoB-100- und der LDL- Rezeptor- PCRs wurden mit 2 µl DNA- Auftragspuffer gut ver-
mischt und dann in die Probentaschen pipettiert. Anschließend wurden die Proben eine Stunde 
bei konstanten 65 Volt aufgetrennt. 
Nach Beendigung des Gellaufs wurde das Gel für 10 min. in 50 ml Ethidiumbromid- Lösung 
(0,5 µg Ethidiumbromid/1 ml Aqua bidest.) gefärbt und für weitere 5 min. in H2O entfärbt. 
Das Ergebnis der Elektrophorese wurde unter der UV- Lampe beurteilt und das Gel photogra-
phiert. 
 
!"ApoE- Genotypisierung mit nicht denaturierender Gelelektrophorese 
5 µl Probe von 30 µl Gesamtvolumen des Restriktionsverdaus wurden in 4 µl Probenpuffer 
aufgenommen, in die Geltaschen gefüllt und die Proben bei konstanten 100 Volt für 3,5 Stun-
den aufgetrennt. Als Marker wurde der pUC18- Msp1- Standard der Fa. Sigma verwendet. 
Der Gellauf wurde beendet, wenn die Bromphenolfarbfront aus dem Gel herausgelaufen war. 
Das Gel wurde entnommen, für 10 min. in 50 ml Ethidiumbromid- Lösung (0,5 µg Ethidi-
umbromid/1 ml Aqua bidest.) gefärbt und für weitere 5 min. in H2O entfärbt. Darauf wurde 
das Ergebnis der Elektrophorese unter der UV- Lampe beurteilt und das Gel photographiert. 
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3.2.6. Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE) 
Die denaturierende Gradienten- Gelelektrophorese (DGGE) basiert auf einer von Fisher et al. 
1979 (38) und Myers und Lerman et al. 1986 (82) beschriebenen Separationstechnik. Mit Hil-
fe der DGGE- Methode lassen sich DNA- Fragmente identifizieren, die sich in nur einem Ba-
senpaar unterscheiden. Die Differenzierung der verschiedenen DNA- Fragmente wird durch 
ihr Schmelzverhalten in der DGGE definiert. Jedes Fragment besitzt spezifische Bereiche, 
sogenannte Schmelzdomänen („melting domains“), in die es aufschmilzt, wenn die Tempera-
tur oder die Konzentration an Denaturans erhöht wird. Die Schmelztemperatur (Tm) ist se-
quenzspezifisch. Die doppelsträngigen DNA- Moleküle wandern innerhalb eines linear an-
steigenden Gradienten von Denaturans so lange, bis sie eine Konzentration erreicht haben, bei 
der die niedrigste Schmelzdomäne aufgespalten wird. Das nun partiell geschmolzene Frag-
ment ändert seine Molekülstruktur, wodurch die Mobilität des Moleküls im Polyacrylamid- 
Gel abrupt reduziert wird („mobility shift“). Durch Mutationen kann das oben beschriebene 
Schmelzprofil der DNA im Vergleich mit dem parallel laufenden Wildtyp verändert werden. 
Deshalb wandern die beiden Fragmente unterschiedlich weit innerhalb des Gradienten, bis zu 
ihrem jeweiligen Mobilitätswechsel. 
Die Denaturierungsvoraussetzungen werden durch eine Kombination aus konstanter 
Temperatur von 60 °C, und einem linearen Denaturierungsgradienten bestehend aus Harnstoff 
und Formamid geschaffen. 
Optimale DGGE- Bedingungen setzen voraus, dass die Moleküle nicht vollständig getrennt 
sind und sich die zu untersuchende Region in der niedrigsten Schmelzdomäne befindet. 
Bei Fragmenten mit mehreren Schmelzdomänen kann es passieren, dass nicht alle Domänen 
erfasst werden, da ihre höchsten Schmelzdomänen erst dann erfassbar wären, wenn beide 
DNA- Stränge schon vollständig aufgetrennt sind. Um dies zu vermeiden, kann eine soge-
nannte, 30 - 40 Basenpaaren lange GC- Klammer („GC- Clamp“) durch die Oligonukleotide 
an die interessanten DNA- Fragmente angefügt werden (81). Einer der verwendeten PCR- 
Primer wird mit dem GC- Clamp versehen und anschließend eine PCR durchgeführt, in deren 
Verlauf die GC- Clamp in das Produkt eingebaut und amplifiziert wird (113). Hierdurch ist es 
möglich, höher schmelzende Domänen eines Fragments gleichzeitig zu erfassen. 
Um die optimalen DGGE- Parameter (Elektrophoresezeit, Gradientenauswahl) für das jewei-
lige Fragment zu definieren, muss das Schmelzverhalten des Fragments bekannt sein. Mit 
Hilfe eines Computerprogramms (MacMelt™ Fa. Macintosh) kann anhand der Nukleotidse-
Material und Methoden 44 
quenz des Moleküls die Anzahl der Schmelzdomänen und deren Schmelzpunkt ermittelt wer-
den (70). 
Dies kann auch durch eine experimentelle Gelelektrophorese erfolgen. Hier wird das Frag-
ment im Gegensatz zum Parallel- Gel rechtwinklig zu einem Denaturans- Gradienten von 0 % 
- 80 % aufgetrennt. Der Probenauftrag erfolgt hierbei über eine einzige, das Gel umfassende 
Probentasche. Fragmente auf der niedrigen Seite des Gradienten wandern sehr weit ins Gel 
hinein, da die geringe Denaturans- Konzentration sie nicht schmelzen lässt, während die auf 
der hohen Seite wandernden nur eine kurze Strecke bis zur Aufspaltung zurücklegen. Im mitt-
leren Konzentrationsbereich werden durch nur bedingtes Schmelzen entstehende Übergangs-
zustände sichtbar. Durch Anfärben der Gele mit Ethidiumbromid erhält man eine Kurve, wel-
che die Anzahl der Schmelzdomänen und deren Schmelzpunkt anzeigt. Anhand dieser Kurve 
ist es möglich, die Bedingungen für den parallelen Gradienten auszuwählen (81). 
Um genügend DNA zur Durchführung des DGGE- Screenings zur Verfügung zu haben, müs-
sen die Fragmente vorher durch PCR amplifiziert werden. 
 
!"Benötigte Puffer und Materialien 
Die zum DGGE- Screening verwendeten Reagenzien sind in den folgenden Tabellen zusam-
mengestellt. 
 
Chemikalie Menge 
Tris HCl (2 M) 242 g 
100 % Essigsäure 57,1 ml 
0,5 M EDTA, pH 8,0 100 ml 
Aqua bidest. ad. 1000 ml 
Tabelle 15: Zusammensetzung von 50x TAE- Puffer. 
Die Lösung wurde gemischt, für 20 - 30 Minuten autoklaviert und konnte dann bei Raumtem-
peratur aufbewahrt werden. 
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Chemikalie Menge 
40 % Acrylamid/Bis- Fertiglösung (s.o.) 22,5 ml 
50x TAE- Puffer 2 ml 
Aqua bidest. ad 100 ml 
Tabelle 16: 0 % denaturierende Lösung für ein 9 % Gel. 
Die Pufferlösung wurde für 10 - 15 Minuten begast und mit einem 0,45 µl Filter filtriert. Der 
Puffer konnte nun bei 4 °C in einer braunen Flasche für maximal 1 Monat gelagert werden. 
 
Chemikalie Menge 
40 % Acrylamid/Bis- Fertiglösung 22,5 ml 
50x TAE- Puffer 2 ml 
Formamid (deionisiert, Fa. BioRad) 40 ml 
Harnstoff 42 g 
Aqua bidest. ad 100 ml 
Tabelle 17: 100 % denaturierende Lösung für ein 9 % Gel. 
Die Pufferlösung wurde für 10 - 15 Minuten begast und mit einem 0,45 µl Filter gefiltert. Der 
Puffer konnte dann bei 4 °C in einer braunen Flasche für maximal 1 Monat gelagert werden. 
 
Chemikalie Menge 
2 % Bromphenolblau 0,25 ml 
2 % Xylencyanol 0,25 ml 
100 % Glycerin 7 ml 
Aqua bidest. ad 10 ml 
Tabelle 18: 2x Probenpuffer für die DGGE. 
Zum Gebrauch der Gellösungen wurden, sowohl der 0 %-, als auch der 100 %- Gellösung, 
Ammoniumpersulfat und TEMED zugegeben (1 % einer 10 % Ammoniumpersulfat- Lösung 
und 0,1 % TEMED/Volumen Gellösung). 
Als Laufpuffer verwendeten wir 1x TAE- Puffer (140 ml 50x TAE- Puffer wurde mit Aqua 
bidest. auf 7 l aufgefüllt). 
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!"Herstellen von Parallel- DGGE- Gelen 
Die Spacer mit einer Dicke von 1 mm wurden zwischen die Glasplatten gelegt, durch zwei 
„Sandwich- Klammern“ fixiert und die Gelkammer auf Dichtigkeit mit Aqua bidest. über-
prüft. 
In zwei Glasgefäßen wurden zwei denaturierende Polyacrylamid- Lösungen von 100 % und 0 
% hergestellt und mit Ammoniumpersulfat und TEMED versetzt. Die rechnerisch genau auf-
einander abgestimmten Lösungen wurden in einen Gradientenmischer gegeben und von dort 
durch eine peristaltische Pumpe in die Gelkammer geleitet. Während des Gießens wurde der 
hochkonzentrierten Gellösung kontinuierlich niederkonzentrierte Lösung zugemischt, so dass 
die Konzentration in der Gießkammer von unten nach oben abnahm. 
Es wurde ein 25- zähniger Kamm vorsichtig eingesetzt. Es musste darauf geachtet werden, 
dass keine Luftblasen in den Taschen und im Gel zurückbleiben, da diese die Laufstrecke der 
Proben beeinträchtigen können. 
Nach vollständiger Polymerisation wurde der Puffertank mit 10 l 1x TAE- Puffer gefüllt und 
die Gelkammer hineingestellt. Der Puffertank war über Schläuche mit der Elektrophorese- 
Einheit verbunden. Eine peristaltische Pumpe gewährleistete einen ständigen Austausch des 
Puffers und durch einen Thermostat wurde die Temperatur in Tank und Elektrophorese- Ein-
heit konstant bei 60 °C gehalten. Der Kamm wurde vorsichtig entfernt, die Taschen mehrmals 
mit Puffer gespült, um nicht polymerisierte Gellösung und schnell kristallisierenden Harnstoff 
aus den Taschen zu entfernen. 
 
!"Gellauf und Auswertung der Gele 
5 µl des DGGE- Produkts wurden mit 1 µl TAE- Probenpuffer gemischt und in die Taschen 
gefüllt. Die Proben wurden bei konstanten 150 Volt für 5 Stunden aufgetrennt. 
Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel für 10 min. in Ethidiumbromid- Lösung 
(0,5 µg Ethidiumbromid/1 ml Aqua bidest.) gefärbt und für weitere 5 min. in H2O entfärbt. 
Das Gel wurde unter der UV- Lampe betrachtet und photographiert. 
 
3.2.7. Bestimmung des CETP- Polymorphismus 
Der CETP- Polymorphismus wurde im Rahmen einer wissenschaftlichen Arbeit unserer Stu-
diengruppe für eine Anzahl von Patienten aus unserem KHK- Kollektiv mittels PCR und 
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RLPF für den Taq1B- Polymorphismus des CETP- Gens (68) bestimmt. Die DNA wurde 
nach der oben aufgeführten Extraktionsmethode aus Vollblut gewonnen.  
 
3.2.8. DNA- Sequenzierung: 
Alle Sequenzierungsreaktionen wurden mit der Big- Dye- Terminator®- Technologie auf ei-
nem ABI 377 Sequencer durchgeführt. 
 
3.3.In-vivo- Kinetikuntersuchung 
3.3.1. Beschreibung von Normal- und Patientenkollektiv 
Der Lipoproteinstoffwechsel von zwei, im DGGE- Screening und per Sequenzierung gefun-
denen, neuen ApoBHis3543Tyr- Mutationsträgern wurde in einer in- vivo- Kinetikuntersuchung 
im Vergleich mit einem Normalkollektiv untersucht. Das Studienprotokoll wurde von der 
Ethikkommission der Philipps- Universität genehmigt und jeder Teilnehmer im „informed 
consense“ ausführlich über die Untersuchung aufgeklärt. Die Beschreibung von Normalkol-
lektiv und Mutanten erfolgt im Ergebnisteil. 
 
3.3.2. Isotopenauswahl 
Isotope eines Elements unterscheiden sich durch ihre Neutronenzahl im Atomkern und weisen 
dadurch Unterschiede in ihrem physikalischen Verhalten, nicht aber in ihren chemischen Ei-
genschaften auf. 
Grundsätzlich können für Isotopenuntersuchungen alle in menschlichen Proteinen vorkom-
mende Isotope verwendet werden. Auswahlkriterien hierfür sind die Verfügbarkeit des ent-
sprechenden Tracers, die Stabilität der Isotopenbindung an das zu detektierende Molekül, die 
Anreicherung im zu untersuchenden Protein, die Applikationsweise des Tracermaterials sowie 
das Detektionsverfahren. 
Bei den hier dargestellten Untersuchungen setzten wir das Wasserstoff- Isotop Deuterium ein, 
welches ein zusätzliches Neutron aufweist. Sein Anteil an natürlich vorkommendem Wasser-
stoff beträgt 0,015 %. Es wurde die an ihrem Kohlenstoffatom an Position 5 mit Deuterium 
markierte, essentielle Aminosäure L- Leucin verwendet (Fa. MSD, USA). Aufgrund ihrer 
vergleichsweise hohen Anreicherung (11,6 % im Apo B-100, 37 Mol pro Mol Apo A I) lässt 
sich auch bei geringer Gesamtproteinmenge eine hohe Sensitivität im Tracernachweis erzielen 
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(67). Da es sich um eine essentielle Aminosäure 
handelt, ist die Plasmakonzentration unabhängig 
von der endogenen Aminosäurensynthese und 
ihre Zufuhr kann über die Nahrung kontrolliert 
werden. Die dreifache Markierung weist eine 
hohe chemische und biochemische Stabilität auf 
und hat sich bereits in anderen Arbeiten bewährt 
(31) (40). 
 
Abbildung 5: Chemische Strukturformel des 
verwendeten Tracers (5,5,5,- 2H3)- L- Leucin. D 
ist die Abkürzung für Deuterium. 
 
Der Tracer wurde nach Qualitätskontrolle (Reinheit > 99,9 %) in physiologischer Kochsalzlö-
sung aufgenommen, steril filtriert, autoklaviert und danach auf Sterilität und Pyrogenfreiheit 
untersucht. 
 
3.3.3. Studienprotokoll und Tracerapplikation  
Zum Studientag erschienen Patienten und Normalprobanden nüchtern. Die 3 Tage vor Stu-
dienbeginn erhielten sie eine isokalorische Standardkost, mit einem Energiegehalt von 30 kcal 
pro kg Körpergewicht (20 % Eiweiß, 30 % Fett, 50 % Kohlenhydrate, maximal 300 mg Cho-
lesterin pro Tag). Lipidsenkende Medikamente mussten 6 Wochen vor Studienbeginn abge-
setzt werden. 
Während der gesamten Dauer der Tracerinfusion durften die Probanden lediglich Trinkwasser 
zu sich nehmen. Sie erhielten in jede Ellenbeuge eine Venenverweilkanüle. Über den ersten 
Zugang erfolgte die Tracerapplikation, über den zweiten die Blutentnahmen. 
Zu Studienbeginn, jeweils gegen 8:00 Uhr, erhielten die Probanden eine Bolus- Injektion von 
10 mmol (5,5,5- D3)- L- Leucin/kg Körpergewicht (KG) gefolgt von einer konstanten Infusi-
on von 10 µmol/kg KG des Tracers (31). Während der gesamten Studiendauer von 12 Std. 
erfolgten nach festem Zeitschema insgesamt 18 Blutentnahmen von jeweils 20 ml EDTA- 
Blut pro Zeitpunkt: 1. Blutentnahme zum Zeitpunkt 0, vor Bolusgabe, in den ersten 40 min. 
alle 10 min., nach 60 min. und 90 min. und ab der 2. Std. beginnend, jeweils stündlich. Das 
Blutentnahmeprotokoll ist in Abbildung 6 dargestellt. 
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                                                      Blutentnahmen 
 
 
 
   0         1h      2h                  4h                6h                 8h                10h              12h 
                                                             Leucin- Infusion 
                                                             Nüchternphase 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Zeitpunkte der Blutentnahmen 
 
3.3.4. Probengewinnung 
Pro Zeitpunkt wurden jeweils zwei 10 ml EDTA Monovetten (mit Kalium EDTA zur Gerin-
nungshemmung, Fa. Sarstedt) entnommen und bei 4 °C für 20 min. bei 4000 rpm zentrifugiert 
(LaborfugeGL, Fa. Heraeus Christ). Der Plasmaüberstand wurde in 15 ml Plastikröhrchen 
(Fa. Sarstedt) aufgenommen. Um den proteolytischen Abbau von Apolipoproteinen zu ver-
meiden, wurde isoliertem Plasma der folgende Konservator nach Alaupovic (1µl pro ml 
Plasma) zugesetzt (5): 
 
Chemikalie Menge 
Gluthation (reduziert) 5 g 
M ε- Aminocapronsäure 13 g in 90 ml Aqua bidest 
EDTA 2,5 g 
Chloramphenicol (62 mM in Ethanol) 0,2 g in 10 ml Ethanol absolut 
Tabelle 19: Zusammensetzung von Alaupovic- Konservator. 
Jeder Probe wurden 1 ml Plasma zur Bestimmung der Cholesterin-, Triglycerid-, ApoA-I- und 
ApoB-100- Konzentration entnommen und in 1 ml Eppendorfgefäße überführt. Weitere 750 
µl jeder Probe wurden zur Isolierung der freien Plasmaaminosäuren entnommen. 6 ml jeder 
Probe wurden zur Ultrazentrifugation der Lipoproteinfraktionen benötigt, das restliche Plasma 
und der Zellunterstand wurden bei – 20 °C eingefroren. 
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3.3.5. Isolierung der freien Plasmaaminosäuren 
Um die Kinetik der Apolipoproteine berechnen zu können, muss die Menge der freien Plas-
maaminosäuren zu jedem Messzeitpunkt bekannt sein. Hierzu wurden die freien Aminosäuren 
mit Kationenaustauschersäulen aus dem Plasma isoliert, derivatisiert und die Isotopenanrei-
cherung durch Gaschromatographie und Massenspektrometrie quantifiziert. 
 
3.3.6. Sequentielle Ultrazentrifugation zur Auftrennung der Lipoproteinfraktionen 
Durch sequentielle präparative Ultrazentrifugation ist es durch mehrere aufeinanderfolgende 
Zentrifugationsschritte möglich, die Lipoproteine in die einzelnen Lipoproteinfraktionen auf-
zutrennen (57) (51). Das Prinzip beruht auf den unterschiedlichen Fluktuations- und Sedimen-
tationseigenschaften der verschiedenen Plasmabestandteile im Schwerefeld der Zentrifuge. So 
können die jeweiligen Plasmaproteine geringerer Dichte nach jedem Zentrifugationsschritt 
aus dem Überstand entnommen werden und der Unterstand mit einer vorgeschriebenen Men-
ge der jeweiligen Dichtelösung auf den Dichtebereich der nächstfolgenden Lipoproteinfrakti-
on angehoben werden. Die Dichtebereiche der einzelnen Lipoproteinfraktionen sind in der 
Einleitung angegeben. Es wurden folgende Dichtelösungen verwendet: KBr- Stammlösung 
(1,35 G/ml, 5,1M), KBr- Lsg. 1 (1,21 g KBr/ml, 2,8 M), KBr- Lsg. 2 (1,063 g KBr/ml, 0,8 
M), KBr- Lsg. 3 (1,019 g KBr/ml, 0,2 M) und physiologische Kochsalzlösung. (1,006 g/ml). 
 
!"Zentrifugationsbedingungen der verschiedenen Lipoproteinfraktionen 
Wir verwendeten in dieser Arbeit die Ultrazentrifuge der Fa. Beckmann, USA (Modell L8- 
55M) mit dem Rotor 50.4 Ti. Ti steht für Titan. 
Als Probengefäße kam das passende Beckmann Quickseal- System mit entsprechender 
Schneidevorrichtung („Tube Slicer“) zum Einsatz. 
 
Lipoproteinfraktionen Laufzeit 50.4 Ti 
Umdrehungszahl in 
rounds per min. 
min. 
Temp. 
max. 
Temp. 
VLDL 18 Std. 49000 rpm 4 °C 25 °C 
IDL 18 Std. 49000 rpm 4 °C 25 °C 
LDL 24 Std. 49000 rpm 4 °C 25 °C 
HDL 48 Std. 49000 rpm 4 °C 25 °C 
Tabelle 20: Zentrifugationsbedingungen der verschiedenen Lipoproteine. 
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!"VLDL- Isolierung 
Die verwendeten Quickseal Zentrifugenröhrchen wurden mit einer Spritzennadel (Microlance 
2, 19 G 1,5) mit exakt 6 ml Plasma befüllt und mit Hilfe von Metallkappen (Seal former, Fa. 
Beckmann) durch den Quickseal Tube Sealer (Fa. Beckmann) zugeschweißt. Die Röhrchen 
wurden in den vorgekühlten Festwinkelrotor 50.4 ti symmetrisch eingesetzt und mittels 
Kunststoffkappen (Quickseal tube spacers, Fa. Beckmann) stabilisiert. Freie Plätze wurden 
mit „Leerröhrchen“ der entsprechenden Dichtelösung beladen. Der Rotor wurde fest ver-
schlossen und die Proben nach dem oben angeführten Programm 18 Std. zentrifugiert. 
Nach der Zentrifugation wurden die Röhrchen sorgsam mit einer Pinzette aus dem Rotor ent-
nommen und der Überstand mit einer Schneidevorrichtung vom farblich klar unterscheidba-
ren Unterstand getrennt. Das Volumen des gewonnenen VLDL- Überstandes wurde in 15 ml 
Röhrchen (Fa. Sarstedt) überführt und mit der 1,006 Dichtelösung wieder auf 6 ml aufgefüllt. 
500 µl der Probe wurde zur Bestimmung von Apolipoproteinen, Cholesterin und Triglyzeri-
den aus der Lipoproteinfraktion entnommen und der Rest bei 4 °C für die weitere Bearbeitung 
aufbewahrt. Der Unterstand wurde zur IDL- Isolierung eingesetzt. 
 
!"IDL- Isolierung 
Der VLDL- Unterstand wurde mit einer Spritzennadel aus der unteren Hälfte des Röhrchens 
entnommen und das Röhrchen mit 1,006 g/ml Dichtelösung gespült. Sowohl Spüllösung als 
auch der Unterstand wurden in neue Zentrifugenröhrchen transferiert und das Volumen mit 
der 1,006 g/ml Dichtelösung auf 5 ml aufgefüllt. Zum Dichtewechsel von der VLDL- zur 
IDL- Dichte (1,019 g/ml) wurde den Proben 188,6 µl der Kaliumbromid- Stammlösung zuge-
geben. Die Proben wurden mit der 1,019 g/ml Dichtelösung auf ein Volumen von 6 ml aufge-
füllt, verschweißt, in den Rotor gestellt und für 18 Std. nach obigem Programm zentrifugiert. 
Der visuell abgrenzbare Überstand wurde getrennt, mit Spritze und Kanüle sorgfältig und 
unter Nachspülen mit der 1,019 g/ml Dichtelösung gewonnen und in ein 15 ml Röhrchen ü-
berführt. Das Volumen wurde mit der 1,019 g/ml Dichtelösung auf 6 ml aufgefüllt, 500 µl zur 
Bestimmung der Fettstoffwechselparameter abpipettiert und der Rest bei 4 °C gelagert. Der 
Unterstand wurde zur LDL- Gewinnung weiter verarbeitet. 
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!"LDL- Isolierung 
Der IDL- Unterstand wurde unter Nachspülen mit Kaliumbromiddichtelösung 1,019 g/ml 
gewonnen, in ein neues Zentrifugenröhrchen überführt und auf 5 ml mit 1,019 g/ml Dichtelö-
sung aufgefüllt. Die Dichte wurde durch Zugabe von 740,8 µl KBr- Stammlösung auf die 
LDL- Dichte von 1,063 g/ml eingestellt, die Röhrchen mit der passenden Dichtelösung auf 6 
ml aufgefüllt und 24 Std. zentrifugiert. 
Nach Zentrifugation wurden Über- und Unterstand mittels Schneidevorrichtung getrennt, der 
Überstand nach Entnahme von 500 µl zur Cholesterin-, Triglyzerid- und Apolipoprotein-
bestimmung bei 4 °C gelagert und der Unterstand zur HDL- Isolierung weiterverwendet. 
 
!"HDL- Isolierung 
Der letzte Zentrifugationsschritt diente zur Trennung der HDL- Fraktion von die Gele-
lektrophorese störenden Plasmaproteinen, vor allem Albumin und Transferrin (69). Die Pro-
bendichte wurde auf 1,21 g/ml angehoben. Der LDL- Unterstand wurde in 15 ml Probenröhr-
chen überführt und mit 1,063 g/ml Dichtelösung auf 5 ml aufgefüllt. Jeder Probe wurden 1,18 
g Kaliumbromid zugegeben, die Röhrchen verschlossen und durch Schütteln das Kaliumbro-
mid in Lösung gebracht. Die fertigen Lösungen wurden in Zentrifugenröhrchen überführt, mit 
einer 1,21 g/ml Dichtelösung auf ein Volumen von 6 ml aufgefüllt, die Proben verschlossen 
und für 48 Stunden zentrifugiert. 
Über- und Unterstand wurden getrennt und auf ein Volumen von je 5 ml gebracht. Aus dem 
Überstand wurden wieder je 500 µl zur Bestimmung von Apo A-I, HDL- C. und Triglyzeri-
den entnommen und der Rest bei 4 °C gelagert. Der Unterstand wurde bei – 20 °C tiefgefro-
ren. 
 
3.3.7. Bestimmung der Fettstoffwechselparameter 
!"Gesamt- und HDL-Cholesterin, Triglyzerid- und Proteinbestimmung 
Zur Quantifizierung der Plasmakonzentrationen von Gesamt-, HDL- Cholesterin und Trigly-
zeriden wurden handelsübliche enzymatische Essays der Fa. Boehringer Mannheim verwen-
det. Die CHO- PAD Methode (7) (116) diente zur Cholesterin- Bestimmung (Monotest Fa. 
Boehringer) und die GPO- PAP Methode zur Triglyzeridbestimmung (127). 
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Zur Bestimmung der Cholesterinkonzentration im Plasma werden jeweils 10 µl Probandense-
rum eingesetzt, zur Bestimmung in den einzelnen Lipoproteinfraktionen je 100 µl VLDL und 
IDL und je 20 µl LDL und HDL.  
Das eingesetzte Probenvolumen zur Triglyzeridbestimmung betrug 10 µl für Serum, 50 µl für 
VLDL, und jeweils 100 µl für IDL, LDL und HDL. 
Die Proteinquantifizierung erfolgte mit Hilfe des „Protein Assay- Systems“ der Fa. Bio-Rad 
aus den unterschiedlichen Dichtefraktionen. Je nach Dichteklasse kamen 10 µl (LDL und 
HDL) und 100 µl Probenvolumen (VLDL und IDL) zum Einsatz (15). 
 
!"Apolipoprotein Bestimmung (Apo A-I, Apo B, Apo E und Lp(a) 
Apolipoprotein A-I und Apolipoprotein B-100 wurden nephelometrisch mit dem Behring 
Nephelometer 100 bestimmt. Hierfür wurden die entsprechenden Testschemata (10) (117), 
sowie die entsprechenden kommerziell erhältlichen Antisera, Standards, Kontrollen und Puf-
fer der Fa. Behring eingesetzt. 
Die Nephelometrie ist ein quantitatives immunologisches Verfahren zur Proteinbestimmung. 
Gegen das jeweilige Protein gerichtete spezifische Antisera bilden Antigen- Antikörper- 
Komplexe aus, durch welche ein durch die Probe geschickter Lichtstrahl gestreut wird. Die 
Intensität des Streulichts wird von einem Photodetektor erfasst und gegen einen Standard 
quantifiziert. 
Es wurde 200 µl Probenvolumen eingesetzt. Gegen eine, mit Kontrollseren mit bekanntem 
Proteingehalt ermittelte Eichgerade, kann das Gerät vollautomatisch den ApoA-I- Gehalt der 
Serum- und HDL- Proben, sowie den ApoB-100-Gehalt der Serum-, VLDL-, IDL- und LDL- 
Proben bestimmen. 
Die Bestimmung der Lipoprotein (a)- Konzentration erfolgte nephelometrisch. Hierfür wur-
den die entsprechenden Testschemata, sowie die entsprechenden kommerziell erhältlichen 
Antisera, Standards, Kontrollen und Puffer der Fa. Behring eingesetzt (N Latex Lp(a) Rea-
genz, N Lp(a) Kontrolle SY, N Lp(a) Standard SY, Fa. Behring). Mit dem Test können Lp(a)- 
Konzentrationen zwischen 10 bis etwa 160 mg/dl gemessen werden. 
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3.3.8. Entsalzung mittels Dialyse 
Durch die Dichtewechsel bei den Ultrazentrifugationsschritten steigt der Salzgehalt in den 
Proben so stark an, dass eine genaue Proteinauftrennung in der Gelelektrophorese nicht mehr 
möglich ist. Deshalb werden die Proben vor der weiteren Aufarbeitung gegen eine Ammoni-
umhydrogencarbonat- Lösung dialysiert. 
Das Prinzip einer Dialyse besteht in einem Konzentrationsgefälle zwischen zwei, durch eine 
semipermeable Membran getrennte Räume. Abhängig von der Porengröße der Membran kön-
nen kleinere Teile einer Lösung durch die Membran hindurchdiffundieren, während größere 
Partikel in den Dialyseschläuchen zurückgehalten werden. 
Die Proben wurden in Dialyseschläuche (Spectra/Por, moleculares membrane tubing, MWCO 
(molecular weight cut off) 6000 - 8000, Durchmesser 14,6 mm, Fa. Serva) eingefüllt und mit 
Klemmen (Spectra/Por Closures, Fa. Spectrum medical industries) verschlossen. Je zehn die-
ser Schläuche wurden in ein 5 l Gefäß gehängt, das mit 5 l einer Ammoniumhydrogencarbo-
nat- Lösung (1 M Stammlösung (79,06 g/l), 1:100 mit Aqua bidest verdünnt) gefüllt war. Die 
Dialyse erfolgte über 24 Std. bei 4 °C Raumtemperatur unter ständiger Durchmischung mit-
tels Magnetrührer. Das Dialysat wurde während dieser Zeit dreimal gewechselt, um ein stän-
diges Konzentrationsgefälle zu gewährleisten. Es wurde eine für die Gelelektrophorese aus-
reichende Entsalzung erreicht. 
Die Proben wurden mit Einmalpipetten in 15 ml Röhrchen (Fa. Sarstedt) überführt und zur 
weiteren Verarbeitung bei 4 °C gelagert oder bei – 20 °C für eine spätere Aufarbeitung einge-
froren. 
 
3.3.9. Delipidierung 
Der hohe Lipidanteil der Proben kann die Proteinauftrennung mittels Gelelektrophorese emp-
findlich stören. Es kommt zu großer Bandenunschärfe. 
Das Delipidierungsverfahren muss eine möglichst vollständige Elimination der Lipide bei 
größtmöglicher Schonung der Apolipoproteine gegen die verwendeten denaturierenden Sub-
stanzen gewährleisten. Nach der Delipidierung werden die Proben in einem Probenpuffer auf-
genommen. Hier ist darauf zu achten, dass sich die Proben vollständig im Probenpuffer auflö-
sen, da bei den ApoB- Molekülen eine starke Tendenz zur Konglomeratbildung besteht. 
Die Zusammensetzung des SDS- Probenpuffers ist in der folgenden Tabelle dargestellt: 
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Chemikalie Menge 
0,5 M Tris pH 6,8 6 ml 
4 % SDS 7 ml 
Saccharose 2,4 g 
Bromophenolblau 0,03 g 
Aqua bidest. 10,8 ml 
DTT (74 mM/l) 0,3 g 
100 % Glycerin 20 % des Probenpuffervol. 
Tabelle 21: Zusammensetzung des Probenpuffers für die SDS- PAGE: 
 
!"Delipidierung von VLDL 
Wegen des geringen Proteingehalts der VLDL- Fraktion mussten im Vergleich zu den ande-
ren Fraktionen verhältnismäßig große Volumina eingesetzt werden. 3,5 ml jeder Probe wur-
den in offene 4,5 ml Spitzröhrchen aus Polypropylen (Reagenzröhrchen aus Polypropylen 4,5 
ml mit Eindrückstopfen, Fa. Sarstedt) gefüllt und für 12 Std. in der Speed Vac (Speed Vac, 
bestehend aus: Dem Konzentrator Speed- Vac SVC 100, dem Rotor RH 24- 18, der Kühlfalle 
„Refridgerated Condensation Trap RT 100“ und der Drehschieber Vakuumpumpe vacubrand 
Typ RD- 4, Fa. Brand) eingeengt (Programm „drying rate low“). Die Speed- Vac ist eine 
Tischzentrifuge mit integriertem Heizblock, an die eine Vakuumpumpe angeschlossen ist. Mit 
Hilfe dieses Geräts wurde das Probenvolumen auf ca. 1 ml eingeengt und den Proben 3 ml 
Ether- Ethanol- Gemisch (Volumenverhältnis 1:3; Diethylether > 99,5 %, Fa. Roth, Ethanol 
p.a.) zugegeben. Die Probenröhrchen wurden mit einem Eindrückstopfen verschlossen und 
über Nacht, bzw. für 18 - 20 Std. bei – 20 °C gelagert. 
Die Proben wurden bei 4 °C und 4000 rpm für 20 min. abzentrifugiert (Laborfuge GL, Fa. 
Heraeus Christ) und der Überstand vorsichtig mit der Wasserstrahlpumpe bis auf ein Restvo-
lumen von ca. 0,5 ml abgesaugt. Das verbliebene VLDL- Pellet wurde in einem Kältebad aus 
Methanol und Trockeneis mit einem Homogenisatorstempel zerkleinert. Es schloss sich ein 
weiterer Delipidierungsschritt mit 3,5 ml Ether- Ethanol- Lösung an, wobei die Proben für 1 
Stunde bei – 20 °C gelagert wurden. Die Proben wurden erneut zentrifugiert, der Überstand 
abgesaugt und das Pellet zerkleinert. Dem VLDL- Unterstand wurden 3 ml Diethylether zu-
gegeben, die Proben nochmals für eine Std. eingefroren, zentrifugiert und nun der Überstand 
bis auf das verbleibende Pellet entnommen. Das Pellet wurde zerkleinert, dann 170 µl Pro-
benpuffer zugegeben und auf dem Rüttler in Lösung gebracht. 
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Um zu vermeiden, dass die Proben aus den Geltaschen wieder aufsteigen, wurde der Restether 
durch 20- minütige Begasung mit Stickstoff aus den Proben eliminiert. 
Die Proben wurden im folgenden Schritt in der SDS- Gelelektrophorese aufgetrennt. 
 
!"Delipidierung von IDL 
Die Delipidierung, sowie die weitere Bearbeitung der IDL- Fraktionen entspricht der Vorge-
hensweise der LDL- Aufarbeitung. Sie wurde im Rahmen dieser Studie nicht durchgeführt. 
 
!"Delipidierung von LDL 
Aufgrund des hohen Gehalts an hochmolekularem Apo B-100 gestaltet sich die LDL- Delipi-
dierung schwieriger, als die der anderen Fraktionen. Vor allem bei, für längere Zeit tiefgefro-
renen Proben kann es Probleme geben die hochmolekularen Proteine in Lösung mit dem E-
ther- Ethanol- Gemisch zu bringen.  
Aufgrund des wesentlich höheren Apolipoproteingehalts im Vergleich zur VLDL- Fraktion 
wurden 0,5 ml Probenvolumen eingesetzt. Die Proben wurden in 4,5 ml Polypropylenröhr-
chen gefüllt und 3,5 ml Ether- Ethanol- Gemisch hinzugegeben. Die Proben wurden analog 
zur VLDL- Aufarbeitung bei – 20 °C tiefgefroren, abzentrifugiert, mittels Wasserstrahlpumpe 
abgesaugt und dann das Pellet mit dem Homogenisatorstempel zerkleinert. Dieser Schritt wie-
derholt sich noch zweimal. 
Dann wurde das Pellet in 3 ml Diethylether aufgenommen, eingefroren, abzentrifugiert, der 
Überstand abgesaugt und das Pellet zerkleinert. Die Probe wurde in 170 µl Probenpuffer auf-
genommen und für 20 min. mit Stickstoff bedampft. 
 
!"Delipidierung von HDL 
Zur HDL- Delipidierung wurde jeweils 1 ml der dialysierten HDL- Fraktionen eingesetzt. Im 
Vergleich zur LDL- Aufarbeitung ist nur ein Delipidierungsschritt, für 18 - 20 Std. über Nacht 
für eine saubere Proteinauftrennung in SDS- Gelelektrophorese notwendig. Sonst gleicht das 
Protokoll dem oben beschriebenen Ablauf. 
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3.3.10. Proteinauftrennung durch SDS- Gelelektrophorese 
Für die Isolierung der Apolipoproteine verwendeten wir die vertikale SDS- Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese (SDS- PAGE). Polyacrylamidgele sind chemisch und mechanisch sehr 
stabil. Die Acrylamidmonomere kopolymerisieren mit einem Vernetzer, in unserem Fall N, 
N´- Methylbisacrylamid. Die Porengröße wird durch die Total- Acrylamidkonzentration (T) 
und den Vernetzungsgrad C („Crosslinking“) bestimmt. Bei konstantem C und steigendem T 
wird die Porengröße kleiner. Die von uns verwendeten 5 - 15 % Stufen- Gradientengele ge-
währleisteten eine ausreichende Proteinauftrennung für Molekülgrößen zwischen 20 - 500 
Kilodalton (kDa) (138). 
Durch das, in den Probenpuffern und Gellösungen enthaltene anionische Detergenz SDS (so-
dium dodecyl sulfate, Fa. Merck) werden die Eigenladungen der Proteine so effektiv über-
deckt, dass anionische Mizellen mit konstanter Nettoladung pro Masseneinheit entstehen. 
SDS gleicht unterschiedliche Sekundär- und Tertiärstrukturen der Proteine durch Aufspaltung 
der Wasserstoffbrücken und Streckung der Moleküle aus. Schwefelbrücken, welche zwischen 
Cysteinen der Proteine gebildet werden können, werden durch Zugabe von 2- Mercaptoetha-
nol oder in unserem Fall Dithiothreitol (DDT) gespalten. Es ergibt sich für die SDS- PAGE 
eine lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus des Molekulargewichts und der relativen 
Wanderungsstrecke der SDS- Mizellen (138). 
Durch die zunehmende Vernetzung im Gradientengel haben Proteine mit höherem Moleku-
largewicht eine kürzere Wanderungsstrecke als Proteine mit niedrigerem Molekulargewicht.  
In dieser wissenschaftlichen Arbeit kam ausschließlich das “Protean TM II xi Vertical E-
lectrophoresis System“ der Fa. BioRad zur Bearbeitung der in- vivo- Kinetikproben zum Ein-
satz. 
 
!"Herstellung der Gele und benötigten Puffer 
Die Polyacrylamidlösungen wurden zwischen zwei, durch Sandwichklammern zusammenge-
haltene, auf einer Gummidichtung stehende Glasplatten eingefüllt. Die Dicke der Gele lässt 
sich durch unterschiedlich dicke Spacer zwischen den Glasplatten variieren. Wir verwendeten 
ausschließlich Gele mit einer Dicke von 1,5 mm. Zur Gelherstellung wurden benötigt, 45 % 
Acrylamid- Lösung (450 g/l Aqua bidest.), 1,6 % Bisacrylamid- Lösung (16 g/l Aqua bidest.), 
0,5 M Tris- Lösung pH 8,8 (181,7g/l Aqua bidest.), 1,5 M Tris- Lösung pH 6,8 (60,6g/l Aqua 
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bidest.), 0,56 % Ammoniumpersulfat (APS 56 g/l Aqua bidest.), 4 % SDS ( 40g/l Aqua bi-
dest.) und TEMED (N,N,N´N´- Tetramethylethylendiamin Fa. BioRad).  
Ammoniumpersulfat und TEMED sind Katalysatoren der Polymerisation der Acryla-
mid/Bisacrylamid- Moleküle. 
Die pH- Titration der Tris- Lösungen erfolgte mit 37 % rauchender Salzsäure unter kontinu-
ierlicher pH- Wertkontrolle durch ein pH- Meter. Aufgrund der Toxizität des Acrylamid- Pul-
vers mussten zum Ansetzen der Acrylamidlösungen unter dem Abzug Handschuhe und 
Mundschutz getragen werden. 
Die Gelkammern wurden mit Aqua bidest. auf Dichtigkeit überprüft und dann die 15 % Acry-
lamidlösung bis zu einer vorgegebenen Markierung bei 9 cm Höhe in die Kammern gefüllt. 
Diese wurde mit 5 % Gellösung bis zu einer Höhe von ca. 12,5 cm überschichtet, so dass an 
der Übergangszone ein Dichtegradient entstand. Die Gellösungen wurden mit Aqua bidest. 
überschichtet, um einen sauberen oberen Gelabschluss zu gewährleisten. Nach erfolgter Po-
lymerisation der Lösungen wurde das Gel mit einer 3 % Sammelgellösung überschichtet. In 
das Sammelgel (Stacking-Gel) wurde ein zehnzähniger Probenkamm eingebracht und nach 
Polymerisation des Sammelgels vorsichtig wieder entfernt. Die Probentaschen wurden mit 
Aqua bidest. gespült, um noch nicht polymerisierte Lösungsreste zu entfernen. 
 
Reagenzien 15 % Running-Gel 5 % Running-Gel 3,5 % Stacking-Gel 
45 % Acrylamid 20,8 ml 3,5 ml 1,4 ml 
1,6 % Bisacrylamid 3,2 ml 2,1 ml 1,4 ml 
0,5 M Tris pH 6,8   5 ml 
1,5 M Tris pH 8,8 15 ml 7 ml  
4 % SDS 1,6 ml 1,4 ml 1 ml 
Aqua bidest. 16,2 ml 14 ml 10,8 ml 
TEMED 80 µl 50 µl 30 µl 
0,56 % APS 3,2 ml 2,1 ml 1,4 ml 
Tabelle 22: Zusammensetzung der Chemikalien zur Herstellung von zwei Gradientengelen 
mit einer Dicke von 1,5 mm. 
Im Rahmen dieser Studie wurden acht Gele gleichzeitig bearbeitet. Zur Vereinfachung wur-
den Stammlösungen angesetzt, denen kurz vor Gebrauch 4 % SDS, TEMED und 0,56 % 
Ammoniumpersulfat zugegeben wurde. 
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Die Gelkammern wurden mit Laufpuffer befüllt, so dass Anode und Kathode gut umspült 
wurden. Zur Vermeidung einer Überwärmung der Gele durch den Stromfluss wurde der 
Laufpuffer auf 8 °C vorgekühlt und die fertigen Gele in die Gelkammern eingesetzt. 
 
Chemikalie Menge 
Tris- HCl 30 g 
Glycin 144 g 
SDS 5 g 
Aqua bidest. ad 5 l 
Tabelle 23: Laufpuffer für die SDS- PAGE. 
 
!"Gellauf und Auswertung der Gele 
Die begasten 170 µl Proben wurden mit 250 µl Eppendorfpipetten vorsichtig in die Taschen 
gefüllt. Für jede Probe wurde eine neue Pipettenspitze verwendet. Es war darauf zu achten, 
dass keine Luftblasen mit in die Taschen eingebracht wurden, da deren Aufsteigen eine Ver-
unreinigung des Laufpuffers bedingen würde. Um ein Aufsteigen der Proben aufgrund unge-
nügender Stickstoff- Bedampfung zu vermeiden, wurde den Proben Glycerin (100 %, Fa. 
Merck) beigegeben, wodurch das Gewicht der Probe erhöht wurde und sie sich besser auf 
dem Taschenboden absetzten. Die Zugabe des Glycerins bewirkt keine Veränderung der 
Laufeigenschaften der Proben.  
Zur Identifizierung der Proteinbanden wurden auf jedes Gel Markerproteine mit definiertem 
Molekulargewicht aufgetragen. Verwendet wurde der Broad Range Standard (SDS- PAGE 
Molecular Weight Standards, Broad Range, Fa. BioRad), den HDL- Gele wurde ein ApoA-I- 
Standard (28,5 kDa) und den VLDL- Gelen ein ApoE- Standard (34,2 kDa) zugefügt. 
Die folgende Abbildung zeigt die verwendeten Proteinstandards anhand einer HDL apoA-I- 
Isolierung: 
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A-I Isolierung Broad Range A-I-Standard Proteingröße Markerprotein 
        200 000 Da 
 
 116 250 Da 
 
 
 
97 400 Da 
 
66 200 Da 
 
 
 
  
45 000 Da 
 
31 000 Da 
  
28 500 Da 
 
21 500 Da 
 
14 400 Da 
 
- Myosin 
 
- ß- Galaktosidase 
 
 
 
- Phosphorylase b 
 
- Serum Albumin 
 
 
 
 
- Ovalbumin 
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Abbildung 7: Ausschnitt aus einer gelelektrophoretischen HDL apoA-I- Isolierung mit aufge-
tragenem ApoA-I- und Broad Range Protein- Standard (Firma BioRad). 
Die Laufparameter der Elektrophorese waren Spannung (U) 600 V, Leistung (P) 60 W und 
Stromstärke (I) 10 mA (pro Gel). Die Dauer des Gellaufes betrug je nach Proteingehalt der 
Proben 15-18 Stunden. 
Der Gellauf wurde beendet, sobald die durch Bromophenolblau markierte Farbstofffront das 
untere Gelende erreicht hatte, um einen Verlust der niedermolekularen Apolipoproteine zu 
vermeiden. Dem Gel wurde eine Nitrozellulosemembran zur Anfertigung eines Touchblotts 
aufgelegt, um bei Bedarf ein „Westernblotting“ zur Proteinidentifizierung durchzuführen. 
Die Gele wurden in Plastikwannen eine Stunde auf einem Rüttler mit folgender Proteinfärbe-
lösung gefärbt. 
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Chemikalie Menge 
Methanol 500 ml 
Aqua bidest. 450 ml 
Coumassie Brilliant Blue R 250 (Fa. BioRad) 1 g 
Essigsäure 100 % 50 ml 
Tabelle 24: Zusammensetzung der Proteinfärbelösung. 
Die Färbelösung wurde vorsichtig abgeschüttet, das Gel mit Aqua bidest. gespült und mehrere 
Male mit einer Essigsäure/Ethanol- Lösung entfärbt, bis sich die blauen Proteinbanden gut 
vom hellen Geluntergrund abgrenzen ließen. 
 
Chemikalie Menge 
Ethanol 96 % vergällt 1250 ml 
Essigsäure 100 % 500 ml  
Aqua bidest. 3750 ml 
Tabelle 25: Zusammensetzung der Entfärbelösung. 
Vor dem Ausschneiden der Banden wurden die Gele zur Dokumentation eingescannt, bzw. 
fotografiert. Bis zur weiteren Bearbeitung konnten die Gele in 7,5 % Essigsäure zwischenge-
lagert werden. 
Die Proteinbanden wurden zur weiteren Aufarbeitung mit Einmalskalpellen (Disposable Scal-
pel sterile, Fa. Finnigan USA) aus den Gelen ausgeschnitten und in Glasröhrchen (Vials Typ I 
mit Schraubverschluss und Teflondichtung, temperaturbeständig bis 150 °C, Fa. Neo Lab) 
überführt. 
Es wurden folgende Proteinbanden isoliert: 
• VLDL- Gele:                            Apo B-100, Apo E 
• LDL- Gele:                              Apo B-100 
• HDL- Gele:                              Apo (a), Apo A-I 
 
Aus jedem Gel wurde ein proteinfreier Leerwert (blank) ausgeschnitten, um mögliche Leucin- 
Verunreinigungen der Gelmatrix zu erfassen und in der statistischen Analyse zu berücksichti-
gen. Die Gelbanden wurden für 24 Std. bei 60 °C im Heizschrank getrocknet und dann in ver-
schlossenen Glasröhrchen bei Raumtemperatur zwischengelagert oder direkt der Hydrolyse 
zugeführt. 
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3.3.11. Immunoblotting 
Unter “Blotting” versteht man ein Überführen von Proteinen auf eine Nitrocellulosemembran. 
Grundsätzlich werden hierzu zwei Methoden verwendet. Beim sensitiveren „Elektro- Blot-
ting“ werden die Proteine durch einen elektrophoretischen Transfer senkrecht zum ersten auf 
die Blottingmembran übertragen. Bei dem von uns verwendeten „Touch- Blotting“ findet der 
Transfer durch einfaches Aufdrücken der Membran auf das, noch ungefärbte SDS- Gel statt 
(123). 
Die einzelnen Proteine können durch spezifische Antikörper erkannt werden und dieser Anti-
gen- Antikörper- Komplex durch enzymatische Reaktion sichtbar gemacht werden („Western- 
Blotting“). 
 
!"Anfertigung der Touchblotts 
Die Nitrozellulosemembran (Fa. Millipore) wurde für einige Sekunden mit Methanol benetzt, 
mit Aqua bidest. gespült und mit Blotting- Puffer äquilibriert. 
 
Chemikalie Menge 
Tris ultrapure 0,97 g 
Glycin 4,5 g 
Aqua bidest. 400 ml 
Methanol 100 ml 
Tabelle 26: Zusammensetzung des Blotting- Puffers. 
Die präparierte Membran wurde für 5 min. vorsichtig auf das Gel aufgelegt, die Luftblasen 
ausgestrichen und die Membran auf das Gel gedrückt. Mittels eines Skalpells wurde eine E-
cke und die Probentaschen des Gels auf der Membran markiert, um eine zweifelsfreie Zuord-
nung der Proteine zu gewährleisten. 
Die Membran wurde vom Gel abgenommen und für eine Stunde in einer Schale mit Abblott-
puffer (Tris ultrapure 60,57 g (Fa. USB), NaCl 52,6 g, Aqua bidest. ad 1l) geschüttelt. Durch 
das im Puffer enthaltene PVP wurden unspezifische Proteinbindungsstellen blockiert. 
Der pH- Wert der Lösung wurde auf 5,0 eingestellt. Zur Anwendung wurde der Puffer 1:10 
mit Aqua bidest. verdünnt und unter Rühren 1 g Polyvinylpyrrolidon (PVP, Fa. Sigma Che-
mical, USA) pro 100 ml Stockpuffer zugesetzt. Die Membran wurde über Nacht getrocknet, 
in Folie eingeschweißt, beschriftet und bei – 20 °C eingefroren. 
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!"Entwicklung der Touchblotts 
Bestanden Unsicherheiten, nach Färbung der SDS- Gele, bezüglich der Proteinidentifizierung, 
wurde der Blott entwickelt. Hierzu wurde der Abblottpuffer abgesaugt und die Membran mit 
in Abblottpuffer gelösten Antikörpern (5 µl AK./1 ml Abblottpuffer) gegen die jeweiligen 
Zielproteine für eine Stunde inkubiert. Es wurden Kaninchen- Antikörper (Rabbit Anti Hu-
man Apo A-I, Apo E. Apo B-100, Lp(a), Fa. DAKO) gegen die isolierten Apolipoproteine 
verwendet. Unspezifisch gebundene Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen mit 
Abblottpuffer ohne PVP entfernt. 
Es folgte eine einstündige Inkubation mit einem peroxidasemarkierten Anti- Rabbit- IgG- 
Antikörper der Fa. Sigma Chemicals, USA (3,75 µl AK./1 ml Abblottpuffer). Es schloss sich 
ein nochmaliger Waschschritt an. 
Danach wurde die Blottingmembran mit einer Färbelösung (Tris ultrapure 60,57 g (Fa. USB), 
NaCl 52,6 g, Aqua bidest. ad 1l) gefärbt. 
Der pH- Wert der Lösung wurde auf 6,5 eingestellt. 100 ml des Puffers wurden entnommen, 
im Wasserbad auf 40 °C erwärmt und unter dem Abzug 50 µl H2O2 und 1 ml 4- Chloro- 1- 
naphtol (1,8 % in Ethanol, w/v, Fa. Merck) zugegeben. Der Blott wurde so lange in der Lö-
sung geschwenkt, bis die Färbung sichtbar war. Sobald sich Proteinbanden zeigten, wurde die 
Färbung mit 200 - 300 ml Abblottpuffer (ohne PVP) gestoppt und der Blott getrocknet. 
 
3.3.12. Proteinhydrolyse 
Da die Gaschromatographie- Quadrupolenmassenspektrometrie- Einheit nicht zur Auswer-
tung hochmolekularer Eiweiße geeignet ist, mussten die Proben in die einzelnen Aminosäuren 
aufgetrennt werden. Hierdurch kommt es zu einer erheblichen Sensitivitätssteigerung des Ver-
fahrens, da die Traceranreicherung im Verhältnis markierter zu nicht markierter Aminosäure 
wesentlich höher ist, als in Relation zur Gesamtproteinmasse. Die Peptidbindungen der Prote-
ine werden durch Inkubation in saurem Milieu (pH = 0) unter Wassereinwirkung aufgespal-
ten. 
Den getrockneten Proben wurden 3 ml einer Salzsäure/ß- Mercaptoethanol- Lösung hinzuge-
geben. Eine 12 N HCl- Lösung (37 % rauchende Salzsäure) wurde 1:2 verdünnt und pro 10 
ml 6 N HCl- Lösung 5 ml ß- Mercaptoethanol hinzugegeben. Die Glasröhrchen (Vials Typ I 
mit Schraubverschluss und Teflondichtung, temperaturbeständig bis 150 °C, Fa. Neo Lab) 
wurden, zur Sauerstoffeliminierung, mit Stickstoff bedampft und mit hitzestabilen, teflonbe-
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schichteten Deckeln verschlossen. Die Proben wurden bei 110 °C für 24 Std. im Heizblock 
erhitzt. 
Die Proben wurden aus dem Heizblock entnommen und kühlten bei Raumluft ab. Um ver-
bliebene Gelmatrix aus den Proben zu entfernen, wurden die Proben kurz abzentrifugiert und 
das Hydrolysat mittels Einmalpipetten in 4,5 ml Polypropylen-Röhrchen (Fa. Sarstedt) über-
führt. Die Gelmatrix wurde verworfen, die Proben in der Vakuum- Zentrifuge (Speed- Vac) 
eingetrocknet und damit der Salzsäureüberstand entfernt. 
 
3.3.13. Isolierung der Aminosäuren mittels Kationenaustauscherchromatographie 
Prinzip dieser von Wolfe 1984 (140) entwickelten Methode ist, dass Aminosäuren, die im 
sauren Milieu in Kationenform vorliegen an negativ geladene Sulfonsäuregruppen (R- SO3-- 
H+) des Säulenmaterials binden können, während neutrale und negativ geladene Moleküle 
eluiert werden. Auch Moleküle mit einem Gewicht größer 1 kDa werden durch die Vernet-
zung des verwendeten Säulenmaterials zurückgehalten. Die gebundenen Aminosäuren können 
im folgenden Schritt durch Spülung mit Ammoniaklösung gewonnen werden, da sie im basi-
schen Milieu eine negative Nettoladung aufweisen und deshalb von den NH4- Ionen aus der 
Sulfonsäurebindung verdrängt werden. So kann das Hydrolysat von Resten der Gelmatrix und 
anderen Verunreinigungen gereinigt und eine genaue Probenanalyse gewährleistet werden 
(140) (3). 
In dieser Studie wurden Fertigsäulen der Fa. BioRad verwendet, die mit einer Matrix aus 
Kunstharz gefüllt sind, an die Sulfonsäurereste gekoppelt waren. 
 
!"Kationenaustauscherchromatographie des Hydrolysats 
Um jegliche Kontamination der Ionenaustauschersäulen (Prefilled Poly- Prep Columns AG- 
50W- X8, Fa. BioRad) zu vermeiden, wurden diese wie folgt vorbehandelt. Die Ausgänge der 
Fertigsäulen wurden geöffnet, die enthaltene Pufferlösung aus den Säulen herausgelassen, die 
Säulen mit 4 ml einer 8 % Ammoniaklösung eluiert, mit 10 ml Aqua bidest. durchgespült und 
schließlich mit 50 % Essigsäure wieder angesäuert. 
Die hydrolysierten Proben wurden in 3 ml einer 50 % Essigsäurelösung aufgenommen, in 
Lösung gebracht und über die Säulen gegeben. Die Säulen wurden mit 10 ml Aqua bidest. 
nachgespült und mit 8 % Ammoniaklösung die Aminosäuren von den Sulfonsäuregruppen 
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eluiert. Das Eluat wurde in Glasröhrchen aufgenommen und diese bis zur weiteren Aufarbei-
tung bei – 20 °C eingefroren.  
 
!"Kationenaustauscherchromatographie der freien Aminosäuren 
Zu 700 µl der freien Plasmaaminosäuren wurden 1,4 ml 50 % Essigsäure gegeben, gut ge-
schüttelt und über die vorbereiteten Säulen gegeben. Die weitere Aufarbeitung entsprach der 
Aufarbeitung der hydrolysierten Proben. 
 
3.3.14. Derivatisierung der Aminosäuren 
Ziel des Derivatvisierungsprozesses ist es, Aminosäuren durch Umwandlung zu Heptafluoro-
buturylisopropylestern, in eine flüchtige und thermisch stabile Form zu bringen, um die Ami-
nosäuren gaschromatographisch und massenspektrometrisch detektieren zu können. Weitere 
Vorteile der Umwandlung sind mögliche Rückschlüsse auf funktionelle Gruppen, eine spezi-
fische Massenverschiebung und eine verbesserte Steuerung der Fragmentierungsrichtung. 
Dieses Verfahren hat sich für die aromatischen Aminosäuren Phenylalanin und Tyrosin (41) 
(73), aber auch für Leucin bewährt (103) (112) 
Zur Derivatisierung wurde ein gebrauchsfertiger „Kit“, bestehend aus Heptafluorobuttersäu-
reanhydrid (HFBA), Isobutanol und Acetyl- Chlorid (HFBA- IBA amino acid derivatization 
kit, Fa. Alltech Ass.), verwendet. Aus 5 ml Isobutanol und 2,5 ml Acetyl- Chlorid wurde Iso-
butanol- HCl hergestellt. 
Die in Ammoniak gelösten und gereinigten Proben wurden über Nacht per Speed Vac einge-
trocknet. Jeder Probe wurde mit der Multistepper- Pipette der Fa. Eppendorf 400 µl Isobuta-
nol- HCl zugegeben und die Proben für 1 Std. bei 110 °C im Heizblock (Reacti- Therm III 
Heating Module mit dem Aluminiumblock Reacti-Block B- 1, Fa. Pierce) gekocht. Die Pro-
ben kühlten im Kühlschrank ab und wurden in der Vakuum- Zentrifuge lyophilisiert.  
Den getrockneten Proben wurden je 200 µl Ethylacetat (mind. 99,8 %, Fa. Merck) und 150 µl 
HFBA zugegeben. Die Proben wurden erneut bei 150 °C für 10 min. im Heizblock erhitzt. 
Die Proben kühlten ab, wurden in der Speed Vac eingetrocknet und in Ethylacetat aufge-
nommen. Die Menge des eingesetzten Acetylacetats richtet sich nach der erwarteten Konzent-
ration der tracermarkierten Aminosäuren in den einzelnen Lipoproteinfraktionen (VLDL- 
Fraktion 30 µl, IDL-, LDL-, HDL- Fraktion 50 µl und freie Plasmaaminosäuren 100 µl 
Acetylacetat). 
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Die gelösten Proben wurden in speziell für die GC- MS- Analytik vorgesehene Probengefäße 
(Combo- Pack, Fa. Ass- Chem) überführt, diese mit gummierten Metalldeckeln verschlossen 
und bis zur GC- MS- Analyse bei – 20 °C tiefgefroren. 
 
3.3.15. Gaschromatographie / Massenspektrometrie 
Zur Bestimmung der Isotopenanreicherung der Studienproben wurde eine kombinierte, 
gaschromatographische/massenspektrometrische Analyse (GC/MS- MS) der Heptafluorobutu-
rylisopropylester- Derivate der Aminosäuren durchgeführt (112). Die Proben wurden zuerst 
gaschromatographisch (GC) aufgetrennt, da komplexe organische Substanzgemische durch 
ihr massenspektrometrisches Verhalten, nicht immer eindeutig zu unterscheiden sind. Es folg-
te die Ionisierung der Zielionen in der Ionisationskammer und deren massenspektrometrische 
Analyse mittels Triple- Stage- Quadrupole- Massenspektrometrie (MS- MS). Dieses sehr sen-
sitive Verfahren eignet sich zur Bestimmung kleinster Traceranreicherungen. In Verdün-
nungsstudien war die markierte Aminosäure bis zu einer Konzentration von 5 - 10 pg/20 ng 
unmarkierter Aminosäure gut nachweisbar (112). Das Verfahren eignet sich auch für Proteine 
mit sehr langsamen Turnover und entsprechend geringem Tracereinbau. Für die relativ lang-
sam verstoffwechselten Proteine Apo A-I und LDL Apo B-100 liegt der Tracereinbau bei 
unter 1 %. Das Tracer (markierte Aminosäure)/Tracee (unmarkierte Aminosäure)-Verhältnis 
wird im folgenden Text vereinfacht als Tracer- Anreicherung bezeichnet. 
Die Auswertungen der Studienproben wurden ausschließlich mit dem Finnigan MAT TSQ 
700 Gaschromatograph/Tandem- Massenspektrometer durchgeführt. 
 
!"Gaschromatographie 
Grundlage der Chromatographie ist die Auftrennung eines Stoffgemisches (mobile Phase) 
aufgrund unterschiedlicher Absorption an einem Trägermaterial (stationäre Phase). Bei der 
Gaschromatographie liegt das aufzutrennende Stoffgemisch (mobile Phase) gasförmig vor 
und wird mit Hilfe eines inerten Trägergases durch die stationäre Phase geleitet. Diese besteht 
aus einem, mit nicht flüchtiger Flüssigkeit getränktem porösen Trägerstoff (Gas- Liquid- 
Chromatographie, GLC). Während der Säulenpassage verteilen sich die Probenbestandteile in 
charakteristischer Weise zwischen stationärer und mobiler Phase, so dass es zu einer unter-
schiedlich schnellen Elution kommt. Die Geschwindigkeit des Transports hängt von der Lös-
lichkeit des Gases in der Flüssigkeit ab (3). 
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Als Chromatographiesäulen wurden Quarzkapillarsysteme mit einer Länge von bis zu 50 m 
verwendet. Die Glaskapillarsäulen weisen eine sehr hohe Sensitivität und Spezifität bei der 
Probentrennung auf. Als Trägergas diente Helium. Die Temperatur der Säulen wurde durch 
einen Ofen kontrolliert, der durch ein speziell auf die aufzutrennenden Proben abgestimmtes 
Temperaturprotokoll das Elutionsprofil festlegte. Zur Ermittlung der Anreicherung kamen 
hochsensitive Flammenionisationsdetektoren oder Elektronen- Einfang- Detektoren zum Ein-
satz. 
Die so gewonnenen, reinen Einzelsubstanzen wurden direkt in der Ionisationskammer durch 
Elektronenbeschuss geladen und massenspektrometrisch analysiert. 
Die eingesetzte Probenmenge (je nach Protein 0,5 - 2 µl) wurde vollautomatisch vom Gerät 
mit einer Hamiltonspritze aus den Probengefäßen entnommen.  
Die Merkmale und Eigenschaften der verwendeten Gaschromatographieeinheit sind in der 
folgenden Tabelle zusammengefasst. 
 
Merkmale Eigenschaften 
Quarzkapillarsäule Länge 15 m 
Innendurchmesser 0,25 mm 
Filmdicke 0,25 mm 
J&W- DB %, Fa. Analyt, Mühlheim 
Trägergas  Helium  
Gasdruck 70 kPa 
Injektionstemperatur 240 °C 
Temperaturprogramm Anfangstemp. 90 °C für 1 min. 
Erhöhung um 10 °C/min. bis 180 °C 
Erhöhung um 30 °C/min. bis 280 °C 
Nach 2 min. Abkühlen auf Ausgangstemp. 
Tabelle 27: Merkmale der verwendeten Gaschromatographie. 
 
!"Massenspektrometrie 
Für die massenspektrometrische Analyse der gaschromatographisch aufgetrennten Proben 
wurden diese zunächst ionisiert und dann einem elektrischen Feld zugeleitet. Das Verhalten 
geladener Teilchen in einem elektrischen Feld ist von deren Verhältnis Masse (m)/Ladung (z) 
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abhängig. Bei gleicher Ladung der Teilchen erfolgt eine Auftrennung entsprechend ihrer 
Masse. 
Das von uns verwendete Quadrupol- Tandem- Massenspektrometer setzte sich aus folgenden 
Elementen zusammen: 
• Ionisierungskammer 
• Trennvorrichtung (Quadrupole) 
• Detektor 
 
Ionisierungskammer: 
Die Proben wurden über einen drucktrennenden Gasseparator der Ionisationskammer zugelei-
tet. 
Die Ionisierung der Probenmoleküle kann durch Elektronenbeschuss („Electron Impact“, 
„EI“) oder durch chemische Ionisierung („Chemical Ionisation“, „CI“) erfolgen. 
Bei der „EI“ werden die zu ionisierenden Moleküle direkt durch einen von einer Glühelektro-
de generierten hochenergetischen Elektronenstrahl geschickt. Die Elektronen reagieren unter 
Ionenbildung mit den Probenmolekülen. Durch hochenergetischen Elektronenbeschuss ent-
stehen Molekülfragmente aus dem Muttermolekül. Über diese, die Moleküle charakterisieren-
den, Fragmentierungsmuster können auch unbekannte Moleküle mit Hilfe von Fragmentbib-
liotheken identifiziert werden. Es ist möglich, unspezifische Verunreinigungen des Probenma-
terials zu identifizieren, indem man den gesamten Massenbereich der kontaminierten Proben 
vermisst (Full- Scan) und durch die Fragmentierungsmuster Rückschlüsse auf die Quelle der 
Verunreinigung ziehen kann. Durch die ausgeprägte Fragmentierung entsteht jedoch auch ein 
Sensitivitätsverlust, da ein schwaches Signal durch die Fragmentierung zu mehreren noch 
schwächeren Signalen wird und letztendlich einzelne Signale nicht mehr messbar sind. 
Die „CI“ stellt das schonendere Verfahren der beiden dar. Ionisierte Hilfsgase (z.B. Methan 
oder Ammoniak) können durch Ladungsaustausch oder Ionen- Molekül- Reaktionen die Pro-
benmoleküle in positiv („Positive Ion Chemical Ionization, PICI) oder negativ („Negative Ion 
Chemical Ionization“, NICI) geladene Ionen überführen. Durch Einsatz geringerer Energie-
mengen im Vergleich zur „EI“ kommt es zu minimaler Fragmentierung und damit zu einer 
Sensitivitätssteigerung.  
In dieser wissenschaftlichen Arbeit wurde das „NICI“- Verfahren zur massenspektrometri-
schen Analyse verwendet (49) (140). Als Hilfsgas wurde Methan eingesetzt. 
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Trennvorrichtung (Quadrupole): 
Das Quadrupole- System besteht aus vier in den Eckpunkten eines Quadrats parallel zueinan-
der angeordneten Stabelektroden. An diese elektrisch miteinander verbundenen Metallstäbe 
wird eine konstante Gleichspannung angelegt, die von einem oszillierenden Wechselstromfeld 
überlagert wird. Das resultierende Hochfrequenzfeld zwingt die ankommenden Ionen auf eine 
oszillierende Flugbahn zwischen den Elektroden. Die elektromagnetischen Wechselfelder 
versetzen die Ionen in eine senkrecht zur Fortbewegungsrichtung stehende Schwingung. Die-
se Flugbewegung erlaubt nur Ionen eines bestimmten Masse/Ladungs- Verhältnisses (m/z) 
eine Passage der Quadrupole, die anderen prallen an den Stabelektroden ab und werden eli-
miniert. Durch Variation der Gleich- und Wechselstromfelder lassen sich gezielt Ionen mit 
bestimmten „m/z“- Verhältnissen herausfiltern. 
Die Parameter der für diese Arbeit relevanten Zielmoleküle waren für das Mutterion des D3- 
L- Leuzin m/z = 366 (Registrierung nach 3 min. 54 s.) und für das Mutterion des L- Leuzin 
m/z = 363. 
Nach Durchlaufen der ersten Quadrupole- Einheit wurden Ionen eines vorgegebenen m/z- 
Verhältnisses in einer Argon- Kollisionszelle einer „Collision- Induced- Dissociation“, 
„CID“) unterzogen. Durch Kollision des Stossgases Argon mit den beiden Mutter-Ionen kam 
es zur gemeinsamen Aufspaltung in Fragment-Ionen, in dieser Studie in Fragment-Ionen mit 
einem m/z = 280,1. 
Die Fragmentionen wurden der zweiten Quadrupole- Einheit zugeführt und dort mit einem 
Detektor registriert. Auf die Zuordnung zum jeweiligen Mutterion wiesen die Entstehungs-
zeitpunkte der Peaks hin. Durch den zweiten MS- Schritt konnte die Spezifität des Verfahrens 
noch gesteigert werden, da Verunreinigungen mit identischem m/z- Verhältnis, die eines der 
Ziel-Ionen aufwies, in der ersten Messung noch mitgemessen, in der zweiten Messung aber 
aufgrund des unterschiedlichen Fragmentierungsmusters eliminiert wurden. 
 
Detektor: 
Ein Sekundärionenvervielfacher registrierte die Ionenströme und leitete sie unter zusätzlicher 
Verstärkung an einen Oszillographen weiter. Die angezeigten Peaks wurden mit Hilfe eines 
angeschlossenen Computers mit spezieller Software (Fa. Finnigan) automatisch oder manuell 
ausgewertet. 
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Die Merkmale der Massenspektrometrieeinheit sind in der folgenden Tabelle zusammenge-
fasst: 
 
Merkmale Eigenschaften 
Temperatur der Ionenquelle 150 °C 
Elektronenenergie 70 eV 
Emissionsstromstärke 0,4 mA 
Sekundärionenvervielfacher 1400 V 
Gasdruck des Methans 50 Pa 
Kollisionsgasdruck des Argons 0,2 Pa 
Kollisionsenergie 10 eV 
Tabelle 28: Merkmale der Massenspektrometrieeinheit. 
 
3.3.16. Auswertung der Daten 
Aus dem Ergebnis der GC/MS- MS- Messung wurde die Anreicherung der jeweiligen Probe 
ermittelt. Diese kann entweder als einfache Isotopenanreicherung E oder korrekter als Tra-
cer/Tracee- Verhältnis angegeben werden (29;30). Die Isotopenanreicherung E gibt die relati-
ve Anreicherung des stabilen Isotops über dem der natürlich vorkommenden Anreicherung 
wieder. Die Anreicherung E ist definiert als: 
E = q/(Q+q) – qN/(QN+qN) 
Q ist definiert als Masse des unmarkierten Hauptisotopes (in diesem Falle 1H) und q als Mas-
se des Tracerisotopes (hier 3H). qN/(QN+qN) entspricht der natürlich vorkommenden Isoto-
penanreicherung vor der Tracergabe („Natural Abundance“). 
Bei der massenspektrometrischen Bestimmung der Isotopenverhältnisse („Isotope Ratio“) 
wird das Verhältnis (R) von Tracer zu Tracee üblicherweise angegeben, als: 
R = q/Q 
So kann die obige Gleichung umgeformt werden in: 
E = R/(1 + R) – RN/(1 + RN) 
Cobelli et al. (30) wiesen daraufhin, dass bei Studien mit stabiler Isotopentechnik im Ver-
gleich zu Studien mit radioaktivem Tracermaterial verhältnismäßig viel Material in das zu 
untersuchende System eingebracht wird. Mehrere Arbeitsgruppen schlagen daher vor, die 
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Isotopenanreicherung E durch das tatsächliche Tracer/Tracee- Verhältnis zu ersetzen (32) 
(24). Es gilt: 
Tracermasse/Traceemasse = Z(t) = (QI(t) + qI(t))/(QN(t) + qN(t)) 
Das Verhältnis Z(t) von Tracer/Tracee kann unter Kenntnis der Isotopenanreicherung E auch 
bestimmt werden durch: 
Z(t) = E(t)/(EI - E(t) 
EI entspricht dem infundierten Tracermaterial über der natürlichen Anreicherung des Tracer 
(„Natural Abundance“). Es liegt für 3D-Leucin bei ca. 99,5 %. Obige Gleichung wurde in 
dieser Studie zur Berechnung der Tracer/Tracee- Werte (Anreicherung) verwendet. 
Die Werte wurden für die einzelnen Apolipoproteine errechnet und gegen die Zeit (t) aufge-
tragen. Mit Hilfe von linearer Regression wurde die Steigung der Kurve berechnet. 
Die mittlere Verweildauer („Residence Time“) der Zielproteine entspricht dem Quotient aus 
Plateauanreicherung des Präkursors und der Steigung der Tracer/Tracee- Kurve. Die fraktio-
nelle Katabolismusrate (FCR) errechnet sich aus dem Kehrwert der mittleren Verweildauer. 
Geht man von konstanten Plasmaspiegeln („Steady State“) der Zielproteine aus, so wird der 
pro Zeiteinheit katabolisierte Teil des Plasmapools in gleicher Zeit durch eine äquivalente 
Menge neu synthetisierten Materials ersetzt. Das bedeutet, dass im „Steady State“ die fraktio-
nelle Katabolismusrate (FCR) und die fraktionelle Syntheserate (FSR) gleich groß sind. 
Die Produktionsrate (PR) wurde folgendermaßen berechnet: 
PR = (FSR x C x V)/KG 
C entspricht dem Plasmavolumen des Zielproteins, KG dem Körpergewicht und V dem Plas-
mavolumen (hier als 4 % des KG angenommen) (103). 
 
3.4.Statistische Analyse 
Die statistische Auswertung erfolgte EDV- unterstützt mit Hilfe der Software SPSS für Win-
dows. Die Parameter wurden mit dem Kolmogorov- Smirnov- Anpassungstest auf Normalver-
teilung überprüft. Die Lipidwerte der Mutanten versus des Normalkollektivs wurden durch 
einen t- Test für unabhängige Stichproben, die Kinetikwerte, mit einem nichtparametrischen 
Mann- Whitney- Test untersucht. Eine statistische Signifikanz wurde bei einem p- Wert klei-
ner 0,05 angenommen (28). 
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4. Ergebnisteil 
4.1.Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchungen 
4.1.1. Screening auf Apolipoprotein B Mutationen und ApoB- Gen- Sequenzierung 
Wir fanden im DGGE- Screening auf Mutationen in der Codon 3456 - 3553 Region des Exon 
26 des Apo B- Gens, also in der von Boren beschriebenen für die Ligandenbindung mit dem 
LDL- Rezeptor essentiellen Region, bei fünf Patienten Banden mit abnormer elektrophoreti-
scher Mobilität. 
Die folgende Abbildung zeigt ein DGGE- Gel mit der neu gefundenen ApoBHis3543Tyr-, der 
ApoBArg3500Gln- Mutation und dem Wildtyp: 
 
Abbildung 8: DGGE- Gel mit den beschriebenen FDB- Mutanten. In Spur 1 die neue Mar-
burg- Mutante His3543Tyr, in Spur 2 der Wildtyp, in Spur 3 die Arg3500Gln- und in Spur 4 
noch einmal die His3543Tyr- Mutation. 
Wir fanden bei der Sequenzierung der ApoB- Gene dieser fünf Probanden bei der Patientin 
Nr. 5 die bekannte ApoBArg3500Gln- Mutation, bei den Patienten Nr. 1 - 4 eine noch nicht be-
schriebene Basensubstitution von C nach T an Position 10836 des Codons 3543. Die basische 
Aminosäure Histidin (CAC) war durch das neutrale Tyrosin (TAC) ersetzt. Alle FDB- bedin-
genden Mutationen resultieren in einem Austausch des basischen Arginin gegen neutrale A-
minosäuren, also dem Verlust einer positiven Ladung. Die N3516K- Mutation ist durch einen 
Verlust der neutralen Aminosäure Asparagin bedingt. 
DGGE- Darstellung der beschriebenen und der neuen FDB- Mutationen 
Banden        Spur 1              Spur 2             Spur 3                Spur 4 Banden 
 
 
 
Heterodu-
plexes 
Mutante 
Homodu-
plex 
Wildtyp 
Homodu-
plex 
 
 
 
 
 
Heteroduple
xes 
Mutante 
Homo 
duplex  
Wildtyp 
Homo-
duplex 
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Die R3480W-, Thr3492Ile-, R3500W-, N3516C- und die R3531C- Mutation konnten wir in 
unserem Kollektiv nicht nachweisen. 
 
4.1.2. Ergebnisse der Screeninguntersuchung auf LDL- Rezeptormutationen 
Bei den fünf gefundenen Patienten mit ApoB- Defekt konnten sowohl im LDL- Rezeptor- 
Promotorgen, als auch in den Exons 1 - 18 des LDL- R.- Gens keine Mutationen festgestellt 
werden. Somit kann eine, wie von Rabes bei R3531C- Mutanten beschriebene (96) Beeinflus-
sung sowohl des exogenen, als auch des endogenen Cholesterintransportes durch zusätzliche 
LDL- Rezeptormutationen ausgeschlossen werden. 
Die Normalprobanden wurden aufgrund fehlender Klinik und vollkommen unauffälliger La-
borparameter nicht auf Defekte im LDL- Rezeptorgen untersucht. Die folgende Abbildung 
zeigt exemplarisch das DGGE- Gel der Exon 12 Aufarbeitung. 
 
DGGE- Gel des Exon 12 des LDL- Rezeptorgens 
    Spur 1     Spur 2    Spur 3   Spur 4   Spur 5   Spur 6 
  
 
 
Homoduplex 
Wildtyp 
Abbildung 9: DGGE- Gel des Exon 12 des LDL- Rezeptorgens. In den Spuren 1 - 5 sind die 
ApoB- Mutanten in Spur 6 ein Referenzstandard mit Wildtyp dargestellt. 
 
4.1.3. Apolipoprotein E- Genotypisierung 
Die gefundenen His3543Tyr- Mutationsträger hatten folgende ApoE- Genotypen: Die Patien-
ten 1 und 2 den Genotyp 3/4 und die Patienten 3, 4 den Genotyp 3/3. Die Patientin Nr. 5 mit 
der bekannten R3500Q- Mutation hatte den Genotyp 3/3. Die Normalprobanden NK 1 und 
NK 3 – 6 hatten den Genotyp 3/3 und NK 2 den Genotyp 2/4. Somit kann für die Mutations-
träger, sowie für die Normalprobanden 1, 3 – 6 eine Beeinflussung des exogenen, als auch des 
endogenen Cholesterintransportes durch den Apo E- Polymorphismus ausgeschlossen werden. 
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Der Normalproband Nr. 2 wurde aufgrund normaler Lipid- und Kinetikwerte in die Auswer-
tung der Studie mit einbezogen. 
 
Gel einer Apo E- Genotypisierung mit den möglichen 6 Genotypen 
Marker- 
DNA      Standard    E 2/2     E 3/3      E 4/4      E 2/3      E 2/4      E 3/4 
Fragment-
längen 
 
 
501 bp    
489 bp  
404 bp  
353 bp  
 
242 bp  
190 bp  
147 bp  
 
110 bp  
  89 bp  
 
  67 bp  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
     100 bp 
       82 bp 
       66 bp 
Abbildung 10: Gel einer Apo E- Genotypisierung auf der alle 6 möglichen Apo E- Genoty-
pen dargestellt sind. In Spur 1 ist als Standard Marker- DNA aufgetragen, in Spur 2 der A-
poE- Genotyp E 2/2, in Spur 3 E 3/3, in Spur 4 E 4/4, in Spur 5 E 2/3, in Spur 6 E 2/4 und in 
Spur 7 E 3/4. 
 
4.1.4. Bestimmung des CETP- Polymorphismus 
Die Patienten Nr. 1 und 5 hatten den CETP- Polymorphismus B2/B2, die Patienten Nr. 2, 3 
und 4 B1/B1. Die höheren HDL- Werte von Patient Nr. 1 mit 60 mg/dl, im Vergleich zu 36, 
17 und 43 mg/dl bei den Patienten Nr. 2, 3 und 4 passen zu den bisher zum CETP- Poly-
morphismus publizierten Daten (68). Kuivenhoven beschreibt, dass der B1/B1- Phänotyp mit 
kleineren HDL- Cholesterinwerten assoziiert ist. Patientin Nr. 5 hat mit einem HDL- Choles-
terin von 41 mg/dl eher niedrige Werte. Der CETP- Polymorphismus wurde nicht für die 
Normalprobanden bestimmt. 
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4.2.Klinik und Häufigkeit der ApoBHis3543Tyr- Mutante 
4.2.1. Statistik des Studienkollektivs 
Von den 853 Patienten unseres Studienkollektivs waren 24,8 % weiblich (n = 206) und 75,2 
% männlich (n = 625). Das Alter lag im Mittel bei 60,9 Lebensjahren mit einer Standardab-
weichung von ± 11,9. 
Bei 280 Patienten konnte koronarangiographisch der KHK- Verdacht nicht bestätigt werden, 
11 Patienten hatten keinen Befund und 562 Patienten eine koronare Herzerkrankung. Von den 
nicht an KHK erkrankten Patienten waren 36,2 % weiblich und 63,8 % männlich. Von den 
KHK- Patienten waren 18,8 % weiblich und 81,2 % männlich. Das mittlere Alter lag in der 
„Nicht- KHK- Gruppe“ bei 51,6 LJ (SD 13) und in der KHK- Gruppe bei 64,2 LJ (SD 9,5). 
Von den 562 KHK- Patienten hatten 27,2 % (n = 153) eine 1-, 29,2 % (n = 164) ein 2- und 
43,6 % (n = 245) eine 3- Gefäß- Erkrankung. 
 
 Chol. Tgl HDL-C LDL-C Apo A-I Apo B Lp(a) 
keine KHK: 
MW 
SD 
 
196 
46 
 
155 
104 
 
40 
14 
 
124 
37 
 
141 
32 
 
114 
31 
 
34 
26 
KHK: 
MW 
SD 
 
183 
44 
 
159 
140 
 
36 
11 
 
117 
36 
 
132 
29 
 
110 
32 
 
43 
29 
ApoBMarburg: 
MW 
SD 
 
246,5 
28,20 
 
221,8 
76,48 
 
39 
15,41 
 
163 
19,69 
 
175 
34,1 
 
138 
6,7 
 
39 
40,5 
Tabelle 29: Lipidwerte der KHK- und Nicht- KHK- Patienten im Vergleich zu den ApoB-
His3543Tyr- Mutanten. Die Patienten des Studienkollektivs standen größtenteils unter lipidsen-
kender Therapie. Alle Werte in mg/dl. 
 
Augrund der unterschiedlichen N- Zahlen der ApoBMarburg- Mutationsträger und des Studien-
kollektivs sind lediglich deskriptive Aussagen und keine statistischen Berechnungen möglich. 
Die Mittelwerte für Gesamtcholesterin (246,5 vs. 183 mg/dl), Triglyzeride (221,8 vs. 159 
mg/dl), LDL- Cholesterin (163 vs. 117 mg/dl und Apo B (138 vs. 110 mg/dl) der Mutanten 
versus KHK- Patienten waren wie zu erwarten deutlich erhöht. Die Werte für HDL- Choleste-
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rin und Lp(a) waren normal. Die ApoA-I- Werte waren bei den Mutationsträgern gegenüber 
dem KHK- Kollektiv erhöht (175 vs. 132 mg/dl). 
 
4.2.2. Statistik und Klinik des Normalkollektivs 
Die 6 Normalprobanden waren alle männlich, hatten keine klinischen oder laborchemischen 
Auffälligkeiten und nahmen sechs Wochen vor Studienbeginn und während der Studie keine 
Medikamente ein. Die drei Tage vor Studienbeginn erhielten sie eine isokalorische Standard-
kost. 
 
Proband, Apo E Alter TC. TZ HDL-C LDL-C Apo A-I Apo B 
NK 1, E 3/3 36 138 97 34 85 108 74 
NK 2, E 2/4 30 190 45 35 147 142 111 
NK 3, E 3/3 28 140 53 37 92 137 85 
NK 4, E 3/3 26 161 39 44 109 143 90 
NK 5, E 3/3 26 136 36 47 82 142 80 
NK 6, E 3/3 26 127 26 50 72 157 66 
NK MW 28,7 148,7 49,3 41,2 97,8 138,2 84,3 
NK SD  3,9 23,1 23,1 6,7 27,1 16,2 15,5 
Patient 1 69 192 94 44 129 143 105 
Patient 2 49 279 341 36 174 129 140 
Mutanten MW 56 246,5 221,8 39 163 175 138 
Mutanten SD 28,20 76,48 15,41 19,69 28,20 34,1 6,7 
p- Wert 0,019 0,001 0,027 n.s. 0,004 n.s. 0,001 
Tabelle 30: Lipoproteinprofil der 6 männlichen Normalpersonen (NK 1 - 6) und der ApoB- 
Marburgpatienten Nr. 1 und 2 nach einer dreitägigen isokalorischen Standardkost als Mittel-
werte der 18 Blutentnahmen am Studientag. (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung). 
Alle Werte in mg/dl. 
 
Die Lipidwerte am Studientag des Patienten Nr. 1 unterschieden sich deutlich von den in 
Voruntersuchungen gemessen Werten (s. Tabelle 31). Diese Variationsbreite der Lipidwerte 
lässt sich auch bei den anderen bekannten FDB- Mutationen beobachten. 
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4.2.3. Klinische Beschreibung der ApoB His3543Tyr- Mutanten 
Vier der fünf Patienten wurden wegen Angina pectoris- Beschwerden koronarangiographiert, 
einer für eine Myokardbiopsie bei Verdacht auf Myokarditis. Bei allen fünf ApoB- Mutations-
trägern fiel eine mäßige Hypercholesterinämie auf. Vier von fünf Patienten hatten eine früh-
zeitige Atherosklerose, lediglich Patient Nr. 3 hatte im Alter von 42 Jahren noch keine angi-
ographischen Veränderungen der Koronargefäße. Keiner der fünf Patienten hatte Xanthomata 
oder Arcus corneae. 
 
Patient Alter TC TZ HDL- C LDL- C Apo A-I Apo B KHK 
1  69  270 145 60 181 184 145 1 Gefäß 
2  49 279 341 36 174 129 140 2 Gefäß 
3  42 217 166 17 167 n.b. n.b. keine 
4  64 220 235 43 130 211 129 3 Gefäß 
MW 56 246,5 221,8 39 163 175 138  
SD 28,20 76,48 15,41 19,69 28,20 34,1 6,7  
5 (Ther.) 61 300 95 41 240 148 190 1 Gefäß 
Tabelle 31: Lipoproteinprofile und Charakteristika der vier Patienten mit der neuen Apo-
His3543Tyr- Mutation. Die Patienten waren ohne lipidsenkende Medikation. Die ApoA-I- und 
ApoB- Werte ohne lipidsenkende Therapie wurden nicht bestimmt (n.b.). Alle Laborwerte in 
mg/dl. Patientin Nr. 5 stand unter Therapie mit Bezafibrat retard. 
Patient Nr. 4 ist kurz nach Untersuchung an den Folgen seiner KHK verstorben. Die Patienten 
Nr. 1 und 2 haben an der in- vivo- Kinetikuntersuchung teilgenommen. 
 
Patient 1: 
Patient Nr. 1 ist ein 69 Jahre alter Mann. Er ist 172 cm groß, 76 kg schwer mit einem Body-
mass Index (BMI) von 25,7. An Vorerkrankungen sind eine, seit 6 Jahren stationäre 1- Gefäß- 
KHK mit pektanginösen Beschwerden, eine arterielle Hypertonie, ein Linksschenkelblock 
und eine Hyperlipidämie bekannt. Der Patient ist seit 40 Jahren Nichtraucher. Ein Diabetes 
mellitus ist nicht bekannt. Eine familiäre Anamnese für frühzeitige KHK ist bekannt. Der Va-
ter verstarb mit 80 Jahren an einem Herzinfarkt, die Mutter mit 58 Jahren an Darmkrebs, der 
60 Jahre alte Bruder ist gesund, die 62 Jahre alte Schwester leidet an Herzbeschwerden. Von 
den drei Kindern im Alter von 37, 42 und 48 Jahren hat der 42- jährige Sohn eine Hyperlipi-
dämie, die anderen beiden sind gesund. Bei den Kindern konnten keine Mutationen im ApoB- 
Gen festgestellt werden. 
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Klinische Untersuchung und Labor waren, bis auf eine Hyperlipidämie unauffällig. Die Lp(a)- 
Konzentration war < 10 mg/dl, der atherogene Index TC/HDL- C war 4,5 der ApoE- Genotyp 
3/4 und der CETP- Polymorphismus B2/B2. Als lipidsenkende Medikation erhält der Patient 
Pravastatin 40 (Pravastatin). 
 
Patient 2: 
Patient Nr. 2 ist ein 49 Jahre alter Mann. Er ist 166 cm groß, 80 kg schwer bei einem BMI von 
29,0. An Vorerkrankungen sind eine progrediente 2- Gefäß- KHK mit Zustand nach Herzin-
farkt, Z. n. „perkutaner transluminarer koronarer Angioplastie“ (PTCA) der rechten Koronar-
arterie (RCA) mit Stentimplantation und Zustand nach „perkutaner myokardialer Laserre-
vaskularisation“ (PMR), weiterhin eine arterielle Hypertonie und eine Hyperlipidämie be-
kannt. Ein Diabetes mellitus ist nicht bekannt. Eine familiäre Anamnese für frühzeitige KHK 
besteht. Der Vater leidet an Gicht und Adipositas, ein Herzinfarkt ist nicht bekannt. Die Mut-
ter leidet an einer KHK und erlitt im Alter von 65 Jahren einen Herzinfarkt, ferner ist eine 
Lungenembolie bei tiefer Beinvenenthrombose bekannt. Sowohl die Kinder des Patienten, als 
auch die Schwester sind gesund und es sind keine Fettstoffwechselstörungen bekannt. Bei der 
Mutter konnte eine Mutation des ApoB- Gens ausgeschlossen werden. 
Klinische Untersuchung und Laborbefund waren bis auf die bekannte Hyperlipidämie unauf-
fällig. Die Lp(a)- Konzentration war < 10 mg/dl, der atherogene Index TC/HDL- C. 7,75, der 
ApoE- Genotyp 3/4 und der CETP- Polymorphismus B1/B1. Als lipidsenkende Medikation 
erhält der Patient Atorvastatin (Sortis 40). 
 
Patient 3: 
Patient Nr. 3 ist ein 42 Jahren alter Mann. Er ist 187 cm groß, 116 kg schwer bei einem BMI 
von 33. An Vorerkrankungen sind eine arterielle Hypertonie mit Cor hypertensivum, Z. n. 
Linksherzdekompensation bei Myokarditis nach grippalem Infekt und eine Hyperlipidämie 
bekannt. Ein Diabetes mellitus ist nicht bekannt. 
Die klinische Untersuchung war bis auf eine ausgeprägte Adipositas unauffällig. Im Labor 
fielen erniedrigte Hämoglobin- und Hämatokritwerte auf. Die Lp(a)- Konzentration war < 20 
mg/dl, der atherogene Index TC/HDL- C. 12,7, der ApoE- Genotyp 3/3 und der CETP- Poly-
morphismus B1/B1. Der Patient erhält als lipidsenkende Medikation Atorvastatin 20 (Sortis). 
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Patient 4: 
Der Patient verstarb im Alter von 64 Jahren an den Folgen seiner koronaren Herzerkrankung. 
Er war 172 cm groß, 70 kg schwer bei einem BMI von 24. An Vorerkrankungen waren eine 
KHK mit Zustand nach arterio- koronarem Bypass (ACB) und multiplen Koronarinterventio-
nen, eine periphere AVK, eine arterielle Hypertonie, Zustand nach Nikotinabusus, Zustand 
nach Ulcus duodeni und eine Hyperlipidämie bekannt. Eine familiäre Anamnese für eine 
frühzeitige KHK bestand. Die Familie stammt aus einem Dorf in Schlesien. Der Großvater 
väterlicherseits verstarb im Alter von 50 Jahren an einem Herzinfarkt. Die 10 Geschwister des 
Vaters waren nahezu alle herzkrank und sind früh verstorben. Sowohl der Vater, als auch die 
Mutter waren herzkrank und verstarben im Alter von 80, beziehungsweise 70 Jahren an den 
Folgen ihrer Erkrankung. Ein Bruder des Patienten verstarb im Alter von 59 Jahren an einem 
Herzinfarkt, bei einem weiteren ist eine KHK bekannt. Die 61- jährige Schwester ist gesund. 
Bei Kindern, Neffen und Nichten sind bis dato keine Herzerkrankungen bekannt. Bei den bei-
den noch lebenden Geschwistern des Patienten konnte die ApoBHis3543Tyr- Mutation nachge-
wiesen werden. Der Stammbaum der Familie ist in der folgenden Abbildung dargestellt. 
Klinisch war ein hypersonorer Klopfschall mit tiefstehenden Lungengrenzen auffällig. Im 
Labor zeigte sich eine Hyperlipoproteinämie nach Frederickson vom Typ IV mit deutlich er-
höhtem Lp(a) von 96 mg/dl, der atherogene Index TC/HDL- C war 5,1, der ApoE- Genotyp 
3/3 und der CETP- Polymorphismus war B1/B1. Als lipidsenkende Medikation erhielt der 
Patient Simvastatin (Zocor 40). 
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Abbildung 11: Stammbaum der Familie des Patienten 4. Die mit Kreuzen (#) markierten 
Mitglieder starben alle an Folgen ihrer Herzerkrankungen. Das Sternchen (*) steht für die 10 
Geschwister des Patienten die nahezu alle frühzeitig an den Folgen ihrer Herzerkrankungen 
verstorben sind. Der Querstrich in den Kästchen gibt die nachgewiesene heterozygote ApoB-
His3543Tyr- Mutation wieder. 
 
Patient 5: 
Patientin Nr. 5 ist eine 61- jährige Frau. Sie ist 156 cm groß, 75 kg schwer bei einem BMI 
von 31. An Vorerkrankungen sind eine koronare 1- Gefäßerkrankung mit Z.n. Lateralinfarkt, 
zweimaliger PTCA mit Stentimplantation des Ramus marginalis I und der RCA, ein Z.n. A-
poplex, arterielle Hypertonie, Hyperlipoproteinämie Typ II a nach Frederickson und ein 
Glaukom bekannt. Ein Diabetes mellitus ist nicht bekannt. Eine familiäre Anamnese für früh-
zeitige KHK besteht. 
In der klinischen Untersuchung fielen ein Adipositas und ein 2/6 Systolikum auf. Laborche-
misch gab es bis auf die bekannte Hyperlipoproteinämie keine Auffälligkeiten. Die Lp(a)- 
Konzentration war < 10 mg/dl, der atherogene Index 7,3, der ApoE- Genotyp 3/3 und der 
CETP- Polymorphismus B2/B2. Als lipidsenkende Medikation erhält die Patientin Bezafibrat 
(Bezafibrat retard). 
 
 
Ergebnisteil 81 
4.2.4. Vergleich von Klinik und Lipidwerten der ApoBMarburg- Mutationsträger mit anderen 
FDB- Kollektiven 
!"Klinik 
Drei der vier gefundenen Apo BHis3543Tyr- Mutationsträger hatten eine koronare Herzerkran-
kung, nur bei dem jüngsten Patienten konnte eine KHK ausgeschlossen werden. Alle vier Pa-
tienten hatten eine familiäre Anamnese für Hyperlipidämie und frühzeitige KHK. Patient Nr. 
4 hatte als einziger der vier Patienten eine pAVK. Auch die R3500Q- Patientin hat eine pro-
grediente KHK mit Z. n. Herzinfarkt und mehreren Interventionen, pAVK und Z. n. Apoplex. 
Xanthome der Sehnen, Xanthelasmen oder Arcus lipoides wurden bei unseren Patienten nicht 
gefunden. 
Auffallend war die große Varianz in der KHK- Progression von Patient 1 verglichen mit den 
Patienten 2 und 4. Während Patient Nr. 1 unter alleiniger Therapie mit Pravastatin 40 mg kei-
ne Progredienz der Erkrankung zeigt, ist Patient Nr. 4 kurze Zeit nach Studienbeginn im Alter 
von 65 Jahren an den Folgen seiner KHK verstorben und Patient Nr. 2 leidet an einer progres-
siven 2- Gefäß- KHK, die bereits mehrfache kardiovaskuläre Interventionen erforderlich 
machte. 
Eine der möglichen Erklärungen bietet der unterschiedliche CETP- Polymorphismus mit den 
assoziierten geringeren HDL- Cholesterinwerten. So hat der Patient Nr. 1 den B2/B2- Poly-
morphismus (HDL- C 60 mg/dl), wohingegen die Patienten Nr. 2 und 4 den mit erhöhter 
KHK- Progredienz korrelierten B1/B1- Polymorphismus (HDL- C. 36 bzw. 43 mg/dl) aufwei-
sen (68). Ein HDL- Cholesterin < 40 mg/dl gilt nach den ATP- III- Kriterien als zusätzlicher 
Risikofaktor. 
Rauh et al. (98) fanden in 54 FDBR3500Q- Patienten bei 25,9 % Xanthome der Sehnen und bei 
22 % konnte ein Arcus lipoides festgestellt werden. Bei 38,9 % konnten Plaques in den Karo-
tiden nachgewiesen werden und bei 22,2 % eine KHK. In der Altersklasse zwischen 51 und 
73 Jahren litten 60 % an KHK- Beschwerden, was mit unserem Kollektiv übereinstimmt. Mi-
serez (80) konnte in seinem FDBR3500Q- Kollektiv zeigen, dass sowohl Klinik, als auch Lipid-
werte bei Frauen ausgeprägter als bei Männern sind. Pullinger (94) konnte bei 24 FDBR3531C- 
Patienten bei 22 % einen Arcus lipoides, bei 11 % Xanthelasmen und bei jeweils 37,5 % eine 
KHK bzw. familiäre KHK- Anamnese aufzeigen. 
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!"Lipidwerte 
Die Lipidwerte der ApoBMarburg- Patienten unterschieden sich deutlich von denen des Normal-
kollektivs. Das Gesamt- (+ 100 mg/dl) und LDL-Cholesterin (+ 65 mg/dl), das Apo B-100 (+ 
55 mg/dl) und die Triglyzeride (+ 170 mg/dl) waren deutlich höher als im Normalkollektiv, 
das HDL- Cholesterin (- 2 mg/dl) und Apo A-I (+ 35 mg/dl) waren normwertig. Die Werte in 
unserem Normalkollektiv für TC, LDL- C. und Apo B waren geringer als in anderen FDB- 
Kollektiven. 
Tybjaerg-Hansen (129) fand in ihren FDB- Untersuchungen an drei Kollektiven (KHK- Pati-
enten, FH- Patienten und Normalkollektiv) in allen Kollektiven signifikant erhöhte Werte für 
Gesamt- sowie LDL- Cholesterin und Apo B-100, dagegen normale Werte für Triglyzeride, 
Apo A-I und HDL- Cholesterin für die Arg3500Gln- Mutation. Die Untersuchungen von 
Gaffney et al. (45), Pietzsch et al. (93) und Miserez et al. (80) decken sich mit diesen Ergeb-
nissen. Die bei FH bekannte Erhöhung von VLDL- Cholesterin und Triglyzeriden und Ernied-
rigung von HDL- Cholesterin konnten bei den FDB- Mutanten nicht festgestellt werden, le-
diglich Zulewski et al. (143) konnten eine signifikante Erniedrigung des HDL- Cholesterin bei 
FDB feststellen. Die bisher beschriebenen homozygoten FDB- Patienten zeigen gleichfalls 
erhöhte Gesamt- und LDL- Cholesterin- und Apo B-100- Werte, die leicht über denen Hete-
rozygoter liegen, aber deutlich unter den Werten homozygoter FH- Patienten. Die Triglyzeri-
de, VLDL- und HDL- Cholesterin Spiegel war normwertig. 
Auffällig in allen bisherigen Untersuchungen ist die variable Breite der Lipidwerte bei den 
ApoB-100- Mutationsträgern. Die Werte der ApoBMarburg- Mutanten waren, verglichen mit der 
Gruppe von 28 FDBArg3500Gln- Mutanten von Miserez et al. (80) (TC von 310 mg/dl, LDL-C 
von 240 mg/dl) und den Untersuchungen von Tybjaerg-Hansen (128;129) (KHK- vs. Nor-
malpopulation Gesamt-Cholesterin von 370 vs. 344 mg/dl, LDL- Cholesterin von 286 vs. 220 
mg/dl, ApoB-100- Werte von 117 vs. 116 mg/dl), mit einem Gesamt-Cholesterin von 246,5 
mg/dl, LDL- Cholesterin von 163 mg/dl niedriger und ApoB- Werten von 138 mg/dl höher. 
Auffällig waren signifikant erhöhte Triglycerid - Werte von 222 mg/dl in unserer Gruppe, die 
sonst nur von Tybjaerg-Hansen in der KHK- Population beschrieben wurden. Allerdings lässt 
die kleine Fallzahl unseres FDB- Kollektivs verglichen mit den oben beschriebenen Untersu-
chungen keinen validen Vergleich zu. 
Die Lipidwerte für unsere R3500Q- Patientin stimmen mit den publizierten Daten anderer 
Arbeitsgruppen überein. 
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Für die Arg3531Cys- Mutation konnte Tybjaerg-Hansen (129) keine statistisch signifikante 
Veränderung der Lipidparameter gegenüber dem Normalkollektiv feststellen, aber deutlich 
höhere (p < 0,003) Gesamt-Cholesterin, LDL-Cholesterin und ApoB- Werte der Arg3500Gln- 
versus der Arg3531Cys- Mutation. Diese Ergebnisse decken sich mit den neuesten Ergebnis-
sen von Rabes et al. (96), der die Veränderung von den Lipidparametern der Mutantenträger 
durch eine zusätzliche LDL- Rezeptormutation erklären. Pullinger et al. (94) konnten in einer 
Zusammenstellung von 44 Arg3531Cys- Mutanten eine signifikante Erhöhung von Gesamt- 
und LDL- Cholesterin feststellen, die allerdings geringer ausgeprägt war als bei gleichzeitig 
untersuchten Arg3500Gln- Mutationsträgern. Der Unterschied in der Lipidkomposition zwi-
schen den FDB- Mutationen lässt sich durch die unterschiedliche Affinität zum LDL- Rezep-
tor erklären (Arg3500Gln 35,8 %; Arg3531Cys 62,9 % des Normalen). 
Gaffney et al. (46) fanden in einer Untersuchung zweier Familien bei 11 R3500W- Mutanten 
keine signifikanten Änderungen der HDL- Cholesterin und Triglycerid- Werte. Die Werte von 
Gesamt- (258,5 mg/dl) und LDL- Cholesterin (191,5 mg/dl) waren signifikant erhöht, lagen 
aber deutlich unter denen einer Gruppe von gleichzeitig untersuchten R3500Q- Mutantenträ-
gern (TC 361 mg/dl, LDL- C 271 mg/dl). 
Die Lipidwerte heterozygoter FH- Patienten liegen, verglichen mit unseren FDBHis3543Tyr- Pa-
tienten und im Vergleich zu den bekannten Untersuchungen der FDBArg3500Gln- Mutanten, 
deutlich höher. Die Werte für Gesamt-Cholesterin und LDL-Cholesterin waren bei Miserez et 
al. (80) bei insgesamt 129 FH - Patienten signifikant gegenüber FDB- Patienten erhöht. Der 
cholesterinerhöhende Effekt bei FH lag bei 174 mg/dl (79 %) versus 93 mg/dl (42 %) bei 
R3500Q. Miserez fand in seinem Kollektiv heterozygoter FH- Patienten mit signifikant 
erhöhten Triglycerid - Werten. Die HDL- Cholesterin Werte waren signifikant erniedrigt. Da-
gegen fanden Frenais et al. (43) keine signifikant erniedrigten Werte für HDL- Cholesterin 
und Apo A-I. 
 
4.2.5. Häufigkeit der ApoB- Mutationen 
Wir fanden in einem KHK- Kollektiv von 562 Patienten, bei denen koronarangiographisch 
eine KHK nachgewiesen wurde, die ApoBHis3543Tyr- Mutante bei insgesamt drei Patienten und 
die vorbekannte ApoBArg3500Gln- Mutante lediglich bei einem Patienten. Bei einem ApoB-
His3543Tyr- Mutationsträger liess sich eine KHK ausschließen. Er wurde unserer Klinik mit dem 
V.a. eine Myokarditis zugewiesen. Somit ergibt sich eine Häufigkeit für die ApoBArg3500Gln- 
Mutante von 0,177 % oder 1,78 auf 1000 in unserem KHK- Kollektiv. Tybjaerg-Hansen fand 
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in einem, allerdings lediglich anhand der klinischen Symptomatik ausgewähltem KHK- Kol-
lektiv von 948 Patienten (129) eine Heterozygotenhäufigkeit für die ApoBArg3500Gln Mutation 
von 0,53 %. Unsere ApoBMarburg- Mutation wurde bei 3 von 562 KHK- Patienten gefunden, 
was einer Häufigkeit von 0,53 % oder 5,3 von 1000 Patienten entspricht. 
Die R3531C- Mutation, bei Tybjaerg-Hansen in 0,08 % gefunden, konnten in unserem Kol-
lektiv nicht detektiert werden. Die R3480W-, Thr3492Ile-, R3500W- und N3516C- Mutatio-
nen konnten sowohl bei Tybjaerg, als auch bei uns nicht gefunden werden. 
 
4.3.Ergebnisse der in- vivo- Kinetikuntersuchung 
Bis heute sind drei in- vivo- Kinetikuntersuchungen heterozygoter (Pietzsch et al. 1996 (93); 
Zulewski et al. 1998 (143) und Gaffney et al. 2002 (44)) und zwei homozygoter FDB- Patien-
ten (Schaefer et al. 1997 (107), 2000 (109); Gaffney et al. 2002 (44)) veröffentlicht worden. 
Außer einem R3500W- Patienten bei Gaffney hatten alle untersuchten Patienten die R3500Q- 
Mutation. 
 
Autor Defekt FDB FH Lipoprotein 
Schaefer 1995 homozygot n = 1  VLDL apoE +  apoB, LDL apoB 
Pietzsch 1995  heterozygot n = 5  VLDL apoB, IDL apoB, LDL apoB 
Schaefer 1998 homozygot n = 1   HDL apoA-I 
Zulewski 1998 heterozygot n = 6 n = 7 VLDL apoB, IDL apoB, LDL apoB 
Gaffney 2002 Homozygot, 
heterozygot  
n = 1    
n = 3 
n = 5 VLDL apoB, IDL apoB, LDL apoB 
Tabelle 32: Zusammenstellung bisher veröffentlichter und zitierter Isotopenuntersuchungen 
des Lipidstoffwechsels in FDB. 
 
4.3.1. Tracer/Tracee- Ratio der freien Plasmaaminosäuren 
Der Plateauwert der freien Plasma - Aminosäuren wurde bei Normalkollektiv und ApoBMar-
burg- Mutationsträgern innerhalb von 30 Minuten erreicht und wurde während der gesamten 
Infusionszeit konstant gehalten. Der Plateauwert lag bei den Normalprobanden im Mittel bei 
7,0 % ± 0,9, bei Patient Nr. 1 bei 9 % ± 0,7 und bei Patient Nr. 2 bei 9 % ± 0,85. Diese Werte 
decken sich mit bisher beschriebenen FAA- Anreicherungen (106) (31) (39). Abbildung Nr. 
12 zeigt die Plasmaanreicherung der FAA während der Infusionszeit.  
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Abbildung 12: Das Tracer/Tracee- Verhältnis in % der freien Plasmaaminosäuren während 
der Infusion ist graphisch gegen die Zeit dargestellt. Patient Nr. 1 (blau), Patient Nr. 2 (rot) 
und Normalkollektiv mit Standardabweichung (grün). 
 
4.3.2. In- vivo Turnover des VLDL apoB-100 
VLDL apoB-100 ist ein vergleichsweise schnell verstoffwechselndes Protein. Bereits inner-
halb von 6 bis 7 Stunden hatten alle Normalprobanden einen stabilen VLDL apoB-100- Pla-
teauwert für die Tracer/Tracee- Anreicherung. Es fand sich, wie in anderen Untersuchungen 
vorbeschrieben, eine vergleichsweise große Breite der fraktionellen Katabolismusraten (FCR) 
des VLDL ApoB-100. In unserem Normalkollektiv lagen die Werte zwischen 0.52 
Pools/Stunde und 1.51 Pools/Stunde (103). 
Es zeigte sich, wie bei anderen Studien, eine hohe Korrelation zwischen der Traceranreiche-
rung der FAA und dem Plateauwert der VLDL apoB-100- Fraktion (NK MW FAA 7,8 % SD 
± 0,9; MW VLDL apoB-100 7,0 %, SD ± 1,0) (33). 
Die in- vivo - Kinetikdaten von VLDL apoB-100 sind in Abbildung 13 und Tabelle 33 wie-
dergegeben. 
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Proband VLDL apoB 
  FCR RT Pool PR 
Patient 1  0,247 4,05 6,28 0,62 
Patient 2  0,199 5,03 15,34 1,22 
Kontrolle 1 0.52 1.93 6 1.25 
Kontrolle 2 0.86 1.16 4 1.38 
Kontrolle 3 0.65 1.54 3 0.78 
Kontrolle 4 0.91 1.10 2 0.73 
Kontrolle 5 1.05 0.95 2 0.84 
Kontrolle 6 1.51 0.66 2 1.21 
Kontrolle 
Mittelwert ± SD 
0.92 ± 0.35 1.22 ± 0.45 3.17 ± 1.6 1.03 ± 0.28 
p- Wert 0,046   n.s. 
Tabelle 33: Kinetikdaten von VLDL apoB der zwei FDB- Mutanten und der Kontrollgruppe. 
FCR ist die fraktionelle Katabolismusrate in Stunden, RT ist die Verweildauer im Plasma in 
Stunden (Residence Time), Pool ist das gesamte Apo B-100 im VLDL in mg/dl und PR die 
ApoB-100- Produktionsrate in mg pro kg pro Stunde. (MW) Mittelwerte der 6 Normalpro-
banden ± SD. 
 
Abbildung 13: Das Tracer/Tracee- Verhältnis von VLDL apoB in % während der Infusion ist 
graphisch gegen die Zeit dargestellt. Patient Nr. 1 (blau), Patient Nr. 2 (rot) und Normalkol-
lektiv mit Standardabweichung (grün). 
Die FCR von VLDL apoBMarburg war statistisch signifikant verzögert. Sie betrug für die Muta-
tionsträger 0,247 Pools/h für Patient 1 (5,93 Pools/d) und 0,199 Pools/h für Patient 2 (4,77 
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Pools/d) im Vergleich zu 0,92 Pools/h MW (22,08 Pools/d) der Kontrollen (p = 0,046), dies 
entspricht einer Reduktion auf 27 % und 22 % des Normalen. Die mittlere Verweildauer von 
VLDL ApoB im Blut (Residence Time) der ApoBMarburg Mutanten war auf 4,05 Stunden (Pa-
tient 1) bzw. 5,03 Stunden (Patient 2) gegenüber 1,22 Stunden der Kontrollgruppe verlängert, 
also um das 3,3- und 4,2- fache. Die Produktionsrate war dagegen nicht signifikant verändert 
und betrug 0,62 mg/kg-h für Patient 1 (14,89 mg/kg-d) und 1,22 mg/kg-h für Patient 2 ( 29,2 
mg/kg-d) gegenüber einem Mittelwert von 1,22 mg/kg-h in der Kontrollgruppe (29,28 mg/kg-
d). 
Zulewski (143) konnte eine hohe Korrelation zwischen Serum- Triglyzeriden und VLDL A-
poB PR zeigen (FH > FDB > Norm). Die VLDL ApoB FCR unterschied sich in allen drei 
Gruppen nicht signifikant (FH 6,6 Pools/d; FDB 7,0 Pools/d und Norm 6,9 Pools/d). Die 
VLDL ApoB Pools waren bei FH 3,09 g, bei FDB 2,49 g und 1,62 g im Normalkollektiv. 
Pietzsch (93) fand sowohl in der VLDL ApoB FCR als auch in der VLDL zu IDL Transferra-
te (FTR) keine signifikante Differenz zwischen den FDBR3500Q- Patienten und dem Normal-
kollektiv. PR und Poolgröße von VLDL1 ApoB in FDB waren normal, aber die PR und Pool-
größe von VLDL2 waren um das Zweifache gesteigert (p < 0,05). Pietzsch konnte zeigen, 
dass in FDB die IDL ApoB FCR drastisch erhöht war und die IDL zu LDL FTR signifikant 
reduziert war. Pietschs Ergebnisse stützen die These von Schaefer (107), dass in FDB über 
Apo E LDL- Vorstufen vermehrt aus dem Plasma entfernt werden. 
Gaffney (44) fand, verglichen zum Gesunden, keine Veränderungen im VLDL1+2- Metabo-
lismus in FDB, bei FH dagegen eine reduzierte VLDL ApoB FCR und gesteigerte PR. 
VLDL1+2 Pool, PR, FTR zu VLDL2 ApoB und FCR waren normal. Die FTR von VLDL2 zu 
IDL war um 70 % reduziert. Die IDL ApoB PR, FCR und die IDL ApoB- Konzentration wa-
ren normal. Bei heterozygoten FH- Patienten waren die VLDL1 zu VLDL2 FTR (53 %) und 
VLDL2 zu IDL FTR (66 %) signifikant gesenkt, bei 2,6- fach erhöhter VLDL2 ApoB- Kon-
zentration. In FH war der IDL ApoB Pool, bei reduzierten FTR IDL zu LDL (63 %) auf das 
Zweifache gesteigert. 
Schaefer (107) fand bei einem homozygoten FDBR3500Q- Patienten eine verzögerte VLDL 
ApoB RT (2,6 vs. 1,3 h) und eine verkürzte VLDL ApoE RT (2,6 vs. 4,5 h). Die VLDL ApoB 
FCR war um das Zweifache gegenüber dem Normalen (9,1 vs. 19,4 Pools/d) gesenkt. Die 
Tracer/Tracee- Kurve von VLDL apoB war nahezu identisch mit der von VLDL apoE. Schae-
fer folgert daraus einen Kompensationsmechanismus durch Apo E in FDB, im Gegensatz zu 
FH mit reduzierter VLDL ApoE FCR durch den defekten LDL-Rezeptor (106). Gaffney (44) 
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fand bei einem anderen homozygoten R3500Q- Patienten bei gesteigerter VLDL1 ApoB PR 
und normalem VLDL1+2 Pool eine gesteigerte VLDL1+2 FTR ,die durch niedrige Plas-
matriglyzeride (neg. Korrelation zwischen TZ und VLDL apoB- Werten) (89) und normalen 
VLDL- Plasmawerte erklärt werden kann. 
Cummings (33) konnte in einer in- vivo- Kinetikstudie mit für Alter, Gewicht und Geschlecht 
gematchten 6 FH- und 6 Normalprobanden zeigen, dass die FCR zwischen FH- und Normal-
probanden nicht signifikant geändert war. Die VLDL ApoB Poolgröße und die PR waren sig-
nifikant gesteigert. Sie folgerten, dass die gesteigerte VLDL ApoB Sekretion Folge einer er-
höhten intrazellulären Cholesterinanreicherung ist. Diese Ergebnisse widersprechen Ergebnis-
sen von anderen Arbeitsgruppen (40) (44) (143), die keine Steigerung der VLDL apoB PR 
fanden, aber eine verzögerte VLDL ApoB FCR in FH (106). 
 
4.3.3. In vivo Turnover des VLDL apoE 
Tabelle 34 und Abbildung 14 zeigen die Kinetikergebnisse der Untersuchung des VLDL A-
poE- Stoffwechsels. 
 
Abbildung 14: Das Tracer/Tracee-Verhältnis von VLDL apoE in % während der Infusion ist 
graphisch gegen die Zeit dargestellt. Patient Nr. 1 (blau), Patient Nr. 2 (rot) und Normalkol-
lektiv mit Standardabweichung (grün). Die matten Messpunkte wurden geringer gewichtet. 
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Proband VLDL apoE 
  FCR RT Pool PR 
Patient 1 0,245 4,08 4,1 0,4 
Patient 2 0,21 4,76 3,5 0,29 
Kontrolle 1, E3/3 0.25 4.02 3 0.30 
Kontrolle 2, E2/4 0.17 5.95 3 0.20 
Kontrolle 3, E3/3 n.b. n.b. 3 n.b. 
Kontrolle 4, E3/3 0.29 3.36 2 0.23 
Kontrolle 5, E3/3 0.17 5.95 3 0.20 
Kontrolle 6, E3/3 0.18 5.43 3 0.22 
Kontrolle  
MW ± SD 
0.22 ± 0.06 4.94 ± 1.18 2.8 ± 0.4 0.23 ± 0.04 
P-Wert n.s n.s n.s. n.s. 
Tabelle 34: Kinetikdaten von VLDL apoE der zwei FDB- Mutanten und der Kontrollgruppe. 
FCR ist die fraktionelle Katabolismusrate in Stunden, RT ist die Verweildauer im Plasma in 
Stunden (Residence Time), Pool ist das gesamte Apo E im Plasma minus HDL apoE und IDL 
apoE in mg/dl und PR die ApoE Produktionsrate in mg pro kg pro Stunde. (MW) Mittelwerte 
der 6 Normalprobanden ± SD. Für NK 3 wurden die Kinetikwerte nicht bestimmt (n. b.), er 
wurde nicht in die Berechnungen einbezogen. 
Da Apo E sich im Gegensatz zu Apo B-100 im Austausch mit anderen Lipoproteinen ( v.a. 
HDL) befindet, ist die ApoE- Produktionsrate eher eine „Erscheinungsrate“ (103), da wir die-
sen Austausch in unserem experimentellen Ansatz nicht erfassen. Die Daten für das Normal-
kollektiv entsprechen den publizierten Daten gesunder Probanden (103) (8). 
Wir konnten in den VLDL ApoE- Kinetikwerten (FCR, RT, PR) keine signifikante Änderung 
im Vergleich zur Norm feststellen, sehen aber wie Schaefer bei seinem homozygoten 
R3500Q- Mutationsträger eine deutliche Annäherung der zwei VLDL ApoB- und ApoE- Tra-
cereinbaukurven. 
Patient 1 hatte eine FCR von 0,245 Pools/h (5,88 Pools/d) und Patient 2 von 0,21 Pools/h 
(5,04 Pools/d), gegenüber 0,22 Pools/h (5,28 Pools/d) bei den Normalprobanden. Hieraus 
ergab sich eine RT für Patient 1 von 4,08 h, Patient 2 von 4,76 h und des Normalkollektivs 
von 4,94 h. Die Poolgrößen der Mutationsträger waren nicht signifikant erhöht. Die ApoE- 
PR betrug 0,4 mg/kg-h (9,64 mg/kg pro Tag) für Patient 1, 0,29 mg/kg-h (7,06 mg/kg pro 
Tag) für Patient 2 und 0,23 mg/kg-h (5,52 mg/kg pro Tag) im Normalkollektiv. 
Die einzige stabile Isotopenuntersuchung zum VLDL ApoE- Stoffwechsel in FDB ist von 
Schaefer et al. (107) an einem homozygoten R3500Q- Patienten durchgeführt worden. Schae-
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fer fand eine signifikante RT- Verkürzung bei gesteigerter ApoE- FCR des homozygoten 
FDB- Patienten (RT FDB 2,6 h versus RT normal 4,5 h; FCR FDB 9,1 Pools/h versus FCR 
norm 5,8 Pools/h). Die ApoE PR war bei normaler Plasmakonzentration (2,0 mg/dl versus 2,6 
mg/dl) nicht deutlich verändert (FDB 7,3 mg/kg-d versus 5,9 mg/kg-d). Bei verzögerter 
VLDL ApoB FCR zeigte die VLDL ApoE- Kurve einen gesteigerten Metabolismus vergli-
chen mit der Norm. Die Tracer/Tracee- Kurven der beiden Apolipoproteine waren nahezu 
identisch. Schaefer folgerte daraus, dass Apo E im Sinne eines „backup systems“ das defekte 
Apo B kompensiert (105). 
Millar et al. (79) fanden in einer Untersuchung des Apo E- Metabolismus an 20 gesunden 
Probanden eine Korrelation zwischen der RT und PR von „triglyceride rich lipoproteins“ 
(TRL) mit der LDL ApoB PR. Triglycerid - RT und PR sind danach für 68 % der Variabilität 
der LDL ApoB PR verantwortlich. Er schlussfolgert aus diesen Daten ebenfalls, dass ApoE 
die LDL- Cholesterinkonzentration durch eine Reduzierung der LDL ApoB PR senken kann. 
 
4.3.4. In vivo Turnover des LDL ApoB-100 
Erwartungsgemäß erreichte keiner der Normalprobanden, sowie keiner der ApoB- Mutations-
träger, einen Plateauwert für das nur langsam verstoffwechselte LDL ApoB-100. Zur Berech-
nung der Kinetikwerte musste daher das Plateau des VLDL ApoB-100 herangezogen werden.  
FCR und PR der Normalprobanden lagen im Bereich vergleichbarer Normalkollektive ande-
rer Arbeitsgruppen (103) (31) (93). Die Tracer/Tracee- Werte von Patient 2 wurden zur Veri-
fizierung der geringen Anreicherung des Tracers dreimal mit dem gleichen Ergebnis be-
stimmt. 
Tabelle 35 und Abbildung 15 zeigen die Kinetikergebnisse der Untersuchung des LDL ApoB- 
Stoffwechsels. 
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Abbildung 15: Das Tracer/Tracee- Verhältnis von LDL ApoB in % während der Infusion ist 
graphisch gegen die Zeit dargestellt. Patient Nr. 1 (blau), Patient Nr. 2 (rot) und Normalkol-
lektiv mit Standardabweichung (grün). 
 
Proband LDL apoB 
  FCR RT Pool PR 
Patient 1  0,166 6,02 96,6 6,41 
Patient 2 0,045 22,2 118,3 2,11 
Kontrolle 1 0.395 2.53 68 10.7 
Kontrolle 2 0.400 2.50 107 17.1 
Kontrolle 3 0.250 4.00 82 8.2 
Kontrolle 4 0.250 4.00 88 8.8 
Kontrolle 5 0.360 2.80 78 11.2 
Kontrolle 6 0.500 2.00 64 12.8 
Kontrolle 
MW ± SD 
0.36 ± 0.1 2.97 ± 0.8 81.2 ± 15.5 11.5 ± 3.2 
P- Wert 0,044   0,046 
Tabelle 35: Kinetikdaten von LDL apoB der zwei FDB- Mutanten und der Kontrollgruppe. 
FCR ist die fraktionelle Katabolismusrate in Tagen, RT ist die Verweildauer im Plasma (Re-
sidence Time), Pool ist das gesamte Apo B-100 im Plasma minus VLDL und IDL apoB in 
mg/dl und PR die Apo B-100 Produktionsrate in mg pro kg pro Tag. (MW) Mittelwerte der 6 
Normalprobanden ± SD. 
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Die FCR von LDL apoB-100 war statistisch signifikant auf 0,166 und 0,045 Pools/Tag versus 
0,36 bei den Kontrollen verzögert. Für Patient 1 betrug die LDL ApoB- FCR 46 % der Norm 
und für Patient 2 nur 13 %. Die RT war auf 6,02 Tage bzw. 22,2 Tage versus 2,97 Tage ver-
längert, was einer zweifachen Verlängerung der RT bei Patient 1 und einer 7,5- fachen bei 
Patient 2 entspricht. Für die Produktionsrate ergab sich eine Reduktion auf 6,41 bzw. 2,11 
mg/kg-d versus 11,5 mg/kg-d im Normalkollektiv (p = 0,046). Dies entspricht einer Senkung 
der PR auf 55,7 bzw. 18,3 % des Normalen. Die großen Unterschiede zwischen den beiden 
FDBMarburg- Patienten können wir anhand unserer Datenlage nicht vollständig klären, die Er-
gebnisse korrelieren interessanterweise jedoch deutlich mit der unterschiedlichen KHK- Pro-
gredienz der beiden Patienten. Trotz intensiver Bemühungen gelang es uns nicht etwaige wei-
tere Mutationen bei den Patienten festzustellen. 
Pietzsch et al. (93) bzw. Schaefer et al. (107) stellten in den ersten Kinetikuntersuchungen 
heterozygoter bzw. homozygoter FDB- Patienten eine signifikante Reduktion der LDL apoB- 
FCR fest. Schaefer fand bei zweifacher LDL apoB- Poolgröße eine FCR von 0,12 Pools/Tag 
gegen 0,46 im Normalkollektiv, also eine Reduktion auf ein Viertel der Norm. Die RT betrug 
8,3 Tage, die PR war um die Hälfte gesenkt (7,4 versus 15 mg/kg-d). Diese Ergebnisse de-
cken sich mit Ergebnissen von Gaffney et al. (44) an einem anderen homozygoten FDB- Pati-
enten. Die fünf von Pietzsch untersuchten heterozygoten FDB- Patienten hatten eine LDL 
apoB-100 FCR von 0,18 Pools/Tag versus 0,56 Pools/Tag ( 32 % der Norm) bei einer PR von 
9,45 mg/kg-d versus 15,54 mg/kg-d (60 % der Norm). Die Reduktion der LDL ApoB FCR 
auf 32 % stimmt mit in vitro Bindungsstudien überein, die eine auf 32 % geminderte Bin-
dungsaffinität zum LDL- Rezeptor von Gesamt- LDL in heterozygoten R3500Q- Patienten 
gegenüber normalem LDL zeigen (95). Gaffney et al. (44) fanden bei einer Untersuchung 
sowohl heterozygoter FH-, als auch FDB- Patienten eine signifikante Reduktion der LDL A-
poB-100 FCR um ein Drittel (FH 0,18; FDB 0,15 Pools/Tag). Die Poolgröße war bei den FH- 
Patienten um das zweifache erhöht, bei FDB um das 1,9- fache. Sowohl bei FDB, als auch bei 
FH sind die Transferraten (FTR) von IDL zu LDL auf ca. ein Drittel reduziert. Die unter-
schiedlichen Werte in der LDL ApoB-100 Poolgröße und den LDL- Cholesterin- Werten lie-
gen in der größeren VLDL Poolgröße in FH aufgrund eines reduzierten VLDL zu IDL FTR 
und größerem VLDL- Pool in FH begründet (Gaffney et al. (44), Zulewski et al. (143)), wo-
hingegen bei FDB VLDL noch immer über Apo E abgebaut werden kann (107). 
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4.3.5. In- vivo- Turnover von HDL apoA-I 
Als langsam verstoffwechseltes Apolipoprotein erreichte Apo A-I bei keinem der Studienteil-
nehmer ein Tracerplateau. Als intrazelluläre Präkursoranreicherung wurde der VLDL ApoB-
100- Plateauwert genutzt (103). Die Kinetikdaten der, von uns untersuchten Normalpersonen 
sind in der folgenden Tabelle 36 aufgelistet. Die ApoA-I- Kinetikwerte unseres Normalkol-
lektivs stimmen mit denen anderer Untersuchungen überein (31).  
Wir konnten für die Apo A-I FCR, RT und PR keine signifikanten Veränderungen zwischen 
den heterozygoten ApoBMarburg- Mutationsträger und der Kontrollgruppe feststellen. Die A-
poA-I FCR betrug 0,171 und 0,16 Pools/Tag gegen 0,19 Pools/Tag, die RT war mit 5,84 und 
6,25 Tagen gegen 5,2 Tage leicht, aber nicht signifikant verlängert, und die PR lag mit 9,75 
und 8,25 mg/kg - d verglichen mit 10,8 mg/kg - d im Bereich des Normalen. 
Die Abbildung 16 illustriert den Tracereinbau in das HDL ApoA-I des Normkollektivs versus 
ApoBMarburg- Mutanten. 
 
Abbildung 16: Das Tracer/Tracee- Verhältnis von HDL ApoA-I in % während der Infusion 
ist graphisch gegen die Zeit dargestellt. Patient Nr. 1 (blau), Patient Nr. 2 (rot) und Normal-
kollektiv mit Standardabweichung (grün). 
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Proband HDL apoA-I 
  FCR RT Pool PR 
Nr. 1 0,171  5,84 142,6 9,75 
Nr. 2 0,16 6,25 128,9 8,25 
NK 1 0.196 5.09 108 8.47 
NK 2 0.190 5.27 142 10.79 
NK 3 0.174 5.74 137 9.54 
NK 4 0.171 5.86 143 9.78 
NK 5 0.189 5.29 142 10.74 
NK 6 0.242 4.13 157 15.20 
NK MW ± SD 0,19 ± 0,03 5,2 ± 0,6 138,2 ± 16,2 10,8 ± 2,3 
p- Wert n.s.   n.s. 
Tabelle 36: Kinetikdaten von HDL apoA-I der zwei FDB-Mutanten und der Kontrollgruppe. 
FCR ist die fraktionelle Katabolismusrate pro Tag, RT ist die Verweildauer im Plasma in Ta-
gen (Residence Time), Pool das gesamte Apo A-I im Plasma in mg/dl und PR die ApoA-I 
Produktionsrate in mg pro kg pro Tag (mg/kg x d). (MW) Mittelwerte der 6 Normalprobanden 
± SD. 
Schaefer et. al. (109) konnten in einer Untersuchung des HDL ApoA-I Stoffwechsel bei ei-
nem homozygoten FDB- Patienten bei normalen HDL- Cholesterinwerten eine signifikante 
Steigerung der HDL ApoA-I FCR feststellen (> 79 % der Norm, 0,34 Pools/Tag). Die RT war 
auf um fast die Hälfte verkürzt (2,9 Tage) und die PR um 70 % (18,4 mg/kg-d) gesteigert. Sie 
folgerten daraus eine Hochregulierung des reversen Cholesterintransportes mit einem gestei-
gertem Abbau ApoE- tragender Lipoproteine (HDLE). Im Gegensatz zu dieser Untersuchung 
konnten wir bei unseren heterozygoten Mutantenträgern keine signifikanten Änderungen der 
HDL ApoA-I FCR und PR feststellen. Andere Arbeiten zum HDL- Stoffwechsel in FDB sind 
bis dato nicht veröffentlicht. 
In heterozygoten FH- Patienten fanden Frenais et al. (43). eine gesteigerte ApoA-I- FCR (0,36 
Pools/d) und PR (18 mg/kg-d). Schaefer et al. (106) konnten in einer Kinetikuntersuchung 
eines homozygoten FH- Patienten mit einem Klasse I Defekt des LDL- R. eine deutlich er-
höhte ApoA-I FCR (0,35 Pools/d) und eine reduzierte PR (9,7 mg/kg - d) feststellen, was die 
in dieser Untersuchung erniedrigten Werte für HDL- C. (13 mg/dl) und Apo A-I (44 mg/dl) 
erklärt. Frenais (43) fand in seinen Untersuchungen nicht signifikant erniedrigte Werte für 
HDL- C und Apo A-I und erklärt dies mit der deutlich gesteigerten PR bei gleichzeitig leicht 
erhöhter FCR. 
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5. Diskussion 
5.1.Beschreibung der neuen FDB- Mutation 
Die von uns gefundene Basensubstitution an Position 10836 des Codons 3543, Histidin 
(CAC) → Tyrosin (TAC) liegt, genau wie die bisher beschriebenen Mutationen, außerhalb 
der Ligandenbindungsregion („B- site“), die zwischen Codon 3359 und 3369 lokalisiert ist 
(Boren). Alle bisher beschriebenen FDB- Mutationen bedingen einen Verlust von Arginin und 
damit den Verlust einer positiven Ladung. Die bei der ApoBMarburg- Mutation His3543Tyr 
ausgetauschte Aminosäure Histidin gehört, wie Arginin in die Gruppe der basischen Amino-
säuren. Ihr Verlust bedingt den Austausch einer positiv geladenen Aminosäure durch eine 
polare, ungeladene Aminosäure. Bei der erstbeschriebenen R3500Q- Mutation wird Arginin 
durch die ungeladene AS Tryptophan ersetzt. In unserem Falle ist die ungeladene Aminosäu-
re, mit einer polaren Gruppe in der Seitenkette, Tyrosin. Tyrosin besitzt wie Tryptophan einen 
aromatischen Ring und beide sind mäßig polar. Die Aminosäuren Histidin und Arginin unter-
scheiden sich durch ihren pK- Wert (His = 6,0; Arg = 12,5). Histidin trägt einen aromatischen 
Imidazolring und wird schon im neutralen Bereich protoniert. Es ist weniger polar, als Argi-
nin. Tyrosin ist wie Histidin eine aromatische AS, aber weniger polar als Histidin und zählt zu 
den neutralen Aminosäuren. Die His3543Tyr- Mutation bedingt also genau wie die vorbe-
schriebenen R3500Q, R3500W und R3531C einen Austausch einer basischen Aminosäure 
gegen eine neutrale und damit den Verlust einer positiven Ladung. Aus der ApoBHis3543Tyr- 
Mutation resultiert also ein Verlust einer positiven Ladung. Die Ladungsänderung liegt in 
nächster Nähe der Überkreuzungsstelle des carboxyterminalen Endes über den gürtelförmig 
den LDL- Partikel umspannenden aminoterminalen Teil des ApoB-100- Moleküls. 
Immunelektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen, dass die Überkreuzungsstelle des 
carboxyterminalen Endes über den aminoterminalen Gürtel von Apo B-100 zwischen den 
Aminosäuren 4275 – 4400 liegen müssen. Boren et al (14) konnten in Bindungsstudien mit 
gentechnisch veränderten ApoB-100- Molekülen zeigen, dass Arginin an Stelle 3500 mit 
Tryptophan 4369 interagiert und diese Interaktion für die Überquerung des carboxyterminalen 
Gürtels wesentlich ist. Durch Austausch des Tryptophans durch ein Tyrosin wird die Rezep-
torbindungsaffinität auf ähnliche Werte, wie durch die R3500Q- Mutation reduziert. Die Än-
derung der Konformation, mit resultierender reduzierter Rezeptorbindung konnte durch die 
höhere Affinität des MB47- Antikörpers belegt werden. Die Mutation W4369Y bedingt den 
gleichen Defekt, wie R3500Q. Diese Ergebnisse erklären, dass die R3500W- Mutation eine 
höhere Rezeptorbindungsaffinität aufweist, als die R3500Q- Mutation. Die aromatische AS 
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Tryptophan 3500 kann besser mit Tryptophan 4369 interagieren, als Glutamin 3500 (12). Die 
Interaktion zwischen den Regionen um die AS Arginin 3500 und Tryptophan 4369 ist also 
essentiell für die Konformation von Apo B-100 auf dem LDL- Partikel. Eine Unterbindung 
dieser Interaktion führt zu einer Konformationsänderung des Moleküls, zu einer gestörten 
Bindung an den LDL- Partikel und zum Krankheitsbild des „familiär defekten Apo B“. Nach 
Borens Modell (s.u.) kommt es durch den Verlust von Arginin, also einer positiven Ladung zu 
einer Konformationsänderung des carboxyterminalen Endes von Apo B-100 und einer Beein-
flussung der B- Site, die zwischen den Aminosäuren 3359 – 3369 lokalisiert ist  
Gaffney et al. (45) fanden eine N3516K- Mutation. Diese Mutation liegt zwischen den bisher 
beschriebenen FDB- Mutationen, bedingt aber im Gegensatz zu diesen einen Verlust einer 
negativen Ladung. Die neutrale Aminosäure Asparagin ist gegen die basische Aminosäure 
Lysin ausgetauscht. Sie folgern aus Ergebnissen mit dem MB47- Antikörper, dass diese Mu-
tation eine Konformationsänderung des Apo B bedingt und die Interaktion des carboxytermi-
nalen Endes mit der Region 3500 - 3531 von Apo B-100 verändert. Der U397 Bioassay zeigte 
ein vermindertes Zellwachstum gegenüber dem Normalen. Die Affinität zum LDL- R. in Bin-
dungsstudien und die Allelhäufigkeit in Laserlichtuntersuchungen (50 % defekt/ 50 % nor-
mal) war normal. Sie folgern daraus, dass entweder eine zusätzliche Genvariante in den 
N3516K- Patienten den Effekt der Mutation überspielt oder eine gesteigerte Bindung an Zell-
oberflächen- Proteoglykane für die normalen Lipidwerte verantwortlich ist. 
Milne und Mitarbeiter (135) konnten in Bindungsstudien zeigen, dass zwei spezifische Regi-
onen, die in der Nähe der B- Site und des carboxyterminalen Gürtels liegen, einer Konforma-
tionsänderung während der Umwandlung von VLDL in LDL unterliegen. Diese Änderung 
wird durch den Verlust einer positiven Ladung behindert. 
Die bisher beschriebenen vier FDB- bedingenden ApoB- Mutation (R3480W, R3500Q, 
R3500W, R3531C) liegen alle in einer nur 51 AS langen Region des Apo B-100, die für die 
Konformation des Moleküls auf dem LDL- Partikel essentiell ist. Histidin 3543 liegt in unmit-
telbarer Nähe dieser Region. Da Tryptophan 4369 nicht nur mit Arginin 3500, sondern auch 
mit Arginin 3480 und 3551 interagiert, ist anzunehmen, dass auch die neue His3543Tyr- Mu-
tation genauso wie die bisher beschriebenen Mutationen durch einen Austausch der positiv 
geladenen Aminosäure Histidin die Konformationsänderung dieser Region behindert und so-
mit die Bindungsaffinität zum LDL- Rezeptor reduziert. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine Bindungsstudien mit Fibroblasten und MB47- Anti-
körper- Untersuchungen durchgeführt, so dass der genaue Mechanismus dieser neuen Mutati-
on in weiteren Studien noch näher untersucht werden muss. 
 
Abbildung 17: Nach Boren (13) modifiziertes Modell des ApoB-100- Moleküls. Das Modell 
stellt dar, wie die ersten 89 % von Apo B-100 den LDL- Partikel wie einen Gürtel umschlie-
ßen und das carboxyterminale Ende in der Region von Tryptophan 4369 mit Arginin 3500 
und umgebenden AS interagiert. Die LDL- Rezeptorbindungsseite, B- Site liegt zwischen den 
AS 3359 – 3369. Bild 1 zeigt das normale Apo B-100. In Bild 2 ist Arginin 3500 durch das 
neutrale Glutamin ersetzt. Hierdurch wird die Interaktion zwischen Gürtel und carboxytermi-
nalem Ende gestört und es kommt zur reduzierten LDL- Rezeptorbindung und dem Krank-
heitsbild FDB. Bild 3 zeigt die neue ApoB- Mutation His3543Tyr. Die Auswirkungen auf die 
B- Site und die Konformationsänderungen des Apo B-100 sind noch nicht geklärt. 
 
5.2.Häufigkeit der ApoBHis3543Tyr- Mutation in der KHK- Population 
Wir fanden in einer Population von 853 koronarangiographierten Patienten eine Patientin mit 
der ApoBArg3500Gln- Mutation, keine der anderen beschriebenen FDB- Mutationen, aber vier 
Personen mit der neu beschriebenen Marburg ApoBHis3543Tyr- Mutation. Zur Häufigkeit der 
neu gefundenen Apo BHis3543Tyr- Mutation in der Allgemeinpopulation kann bis dato noch 
keine Aussage getroffen werden. Tybjaerg-Hansen (129) fand in einer Population aus ca. 
10000 Teilnehmern der „Copenhagen City Heart Study“ eine Heterozygotenhäufigkeit von 
0,08 % für die Arg3500Gln und für die Arg3531Cys- Mutation. Die Frequenzen in der KHK- 
Population lagen in der dänischen Population bei 0,53 % für die ApoBArg3500Gln- Mutation und 
bei 0,11 % für die ApoBArg3531Cys- Mutation. Die ApoBArg3500Trp- Mutation konnte in dieser 
Population genauso wie in unserer nicht nachgewiesen werden. 
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Damit ist die ApoBMarburg- Mutation mit einer Häufigkeit von 0,53 % genauso häufig zu fin-
den wie die R3500Q- Mutation in Dänemark und somit eine, wenn nicht sogar die häufigste 
FDB- Mutation, wenn man sie mit den Ergebnissen für die R3500Q- Mutation in unserem 
Kollektiv vergleicht (0,177 %). 
 
5.3.Klinik und Lipidparameter der ApoBHis3543Tyr- Mutation 
Bei keinem unserer Patienten konnten Lipidablagerungen in der Kornea oder den Sehnen ge-
funden werden. Die bisherigen Publikationen sprechen von jeweils 10 – 20 % in FDB (80) 
(98). Eine pAVK konnte bei einem Patienten nachgewiesen werden. Die KHK ist bei unseren 
Patienten das führende Symptom, was auch dadurch bedingt ist, dass es sich um ein Herzka-
theterkollektiv handelt. 
Verglichen mit unserem Normal- und Studienkollektiv sind bei den ApoBMarburg- Patienten die 
Werte für Gesamtcholesterin, LDL- Cholesterin, Apo B und Triglyzeride signifikant erhöht. 
Die Mittelwerte für TC. und LDL- C. der FDBMarburg- Mutanten waren, verglichen mit der 
R3500Q- Mutation, nur moderat erhöht (80) und lagen im Bereich publizierter Werte für A-
poBR3500W und ApoBR3531C (44;46). Die Lipidwerte für die gefundene ApoBR3500Q- Mutante 
entsprechen den publizierten Daten (129). Wie in anderen FDB- Mutationen sehen wir eine 
große Variabilität in Klinik und Lipidparameter der einzelnen Patienten (46). Wir konnten 
durch die ApoE- Genotypisierung eine Beeinflussung der Lipidwerte und des Lipidstoffwech-
sels durch den ApoE- Polymorphismus ausschließen. Die ApoE- Genotypen 3/3 bei den Pati-
enten Nr. 3 - 5 und 3/4 bei den Patienten Nr. 1 und 2 lassen keine Beeinflussung des endoge-
nen und exogenen Cholesterinmetabolismus durch Apo E vermuten. Der unterschiedliche 
CETP- Polymorphismus bietet eine mögliche Erklärung der unterschiedlichen Lipidwerte und 
insbesondere auch der KHK- Progredienz der Patienten. 
Dieser Unterschied fällt insbesondere zwischen den Patienten Nr. 1 contra Nr. 2 und 4 auf. 
Patient Nr. 3, der einzige mit Ausschluss KHK, ist jünger als die anderen Patienten. Patient 
Nr. 1 ist mit Pravasin 40mg medikamentös gut (TC 143 mg/dl, TZ 74 mg/dl, HDL- C. 47 
mg/dl, LDL-C. 81 mg/dl) eingestellt und eine Progredienz seiner KHK konnte klinisch und 
koronarangiographisch ausgeschlossen werden. Dagegen ist Patient Nr. 4 an den Folgen sei-
ner KHK mit Zustand nach mehrfachen Koronarinterventionen im Alter von 64 Jahren ver-
storben. Er war der einzige Patient mit manifester pAVK. Er unterschied sich von den ande-
ren FDBMarburg- Patienten durch einen ausgeprägten Nikotinabusus, ein stark erhöhtes Lp (a) 
mit Werten bis zu 100 mg/dl und den CETP- Polymorphismus B1/B1. In der Familie starben 
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ein Großteil der Verwandten an koronarer Herzerkrankung vor dem 65 Lebensjahr. Bei einem 
der Brüder und einer Schwester konnte die ApoBHis3543Tyr- Mutation nachgewiesen werden. 
Patient Nr. 2 leidet im Alter von 50 Jahren an einer, in ihrer Progredienz nicht aufhaltbaren 
KHK mit mehrfachen Interventionen. Er hat den vermehrt mit Atherosklerose assoziierten 
CETP- Polymorphismus B1/B1. Er zeigt unter Medikation mit Atorvastatin eine deutliche 
Reduktion des LDL- C, TC und der TZ und einen Anstieg des HDL- C. (TC 140 mg/dl, TZ 
231 mg/dl, HDL- C. 49 mg/dl, LDL- C 45 mg/dl unter Atorvastatin), kommt aber auch unter 
Maximaldosis nicht in seinen therapeutischen Zielbereich (1). Die Mutter erlitt im Alter von 
65 Jahren bei manifester KHK einen Herzinfarkt, wobei wir bei ihr allerdings keine Mutation 
im ApoB- Gen nachweisen konnten. Der ApoB- Defekt bei unserem Patienten 2 muss daher 
von Seiten des Vaters kommen, der für unsere Untersuchung bislang leider nicht erreichbar 
war. 
Weitere Mutationen, in am Lipidmetabolismus beteiligten Proteinen, müssen in Zukunft bei 
den Mutationsträgern noch ausgeschlossen werden, um sich ein besseres Bild über die unter-
schiedliche Variabilität in Lipidwerten und Klinik und auch über die Pathogenese der ApoB-
Marburg- Mutation zu machen. 
 
5.4.Lipidstoffwechsel der ApoBHis3543Tyr- Mutation 
Das Krankheitsbild des familiär defekten Apolipoprotein B zeichnet sich durch eine wesent-
lich moderatere Verlaufsform, bezüglich Klinik und Hypercholesterinämie als die familiäre 
Hypercholesterinämie aus. Bei der FH liegt der Defekt bei der zellulären ApoB/E- Rezeptor-
struktur (LDL- R.), bei FDB liegt ein Defekt des Liganden Apo B vor. Bei beiden Erkrankun-
gen findet man in Bindungsstudien mit FH- und FDB- Fibroblasten stark reduzierte bis völlig 
aufgehobene Bindungs- und Internalisierungsdefekte, abhängig von der dem jeweiligen 
Krankheitsbild zugrunde liegenden Mutation (Bindungsaffinität zum LDL- R: R3500Q [ 
R3500W < R3531C). Bindungsstudien zur Prüfung der Affinität von verändertem ApoBMarburg 
zum LDL- Rezeptor stehen noch aus. 
Um die Komplexität der in- vivo- Bedingungen besser zu erfassen und eine bessere Einsicht 
in die metabolischen und klinischen Auswirkungen der neu gefundenen Mutation zu bekom-
men, führten wir bei zwei der vier neu gefundenen ApoBHis3543Tyr- Mutationsträger eine Tur-
nover- Untersuchung des Lipoproteinstoffwechsels durch. 
Wie erwartet, und in bereits veröffentlichten in vivo- Kinetikuntersuchungen für die FDB- 
Mutationen R3500Q und R3500W beschrieben, konnten wir eine signifikante Reduktion der 
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LDL apoB FCR auf 46 bzw. 13 % der Norm und einen Anstieg der Verweilzeit im Plasma 
(RT) beobachten. Die PR war wie bei anderen FDB- Studien (44) (93) und auch wie bei Un-
tersuchungen von heterozygoten FH- Patienten signifikant reduziert, der Pool aber nur mäßig 
erhöht. Auffällig war, wie es auch Lipidparameter und Klinik wiederspiegeln, die große Dif-
ferenz der Kinetikergebnisse von Proband Nr. 1 und 2. Somit können die Turnover- Ergebnis-
se eindrucksvoll die klinisch unterschiedliche Progredienz der KHK bei Patient Nr. 2 wieder-
spiegeln, und sie verdeutlichen die herausragende Stellung der Hypercholesterinämie in der 
Genese der Atherosklerose. Die Korrelation zwischen der Plasmaverweildauer von LDL mit 
der chemischen Modifizierung der Partikel und der sinkenden Antioxidantien- Konzentration 
konnte Pietzsch (92) eindrucksvoll belegen. 
Wir konnten im VLDL apoB- Stoffwechsel, genau wie Schaefer (107) bei einem homozygo-
ten FDBR3500Q- Patienten, eine signifikante Reduktion der FCR bei gesteigertem VLDL Pool 
um das vier- bzw. fünffache feststellen. Die Tracer/Tracee Kurve von VLDL ApoB war der 
VLDL ApoE- Kurve angenähert. Dies spiegelt die defekte ApoB- Bindung an den LDL- Re-
zeptor wieder und resultiert in einer verlängerten Plasmaverweildauer von VLDL, da VLDL 
ApoB nicht adäquat über den LDL- Rezeptor aufgenommen werden kann. Die bisher veröf-
fentlichten Untersuchungen zu den anderen FDB- Mutationen zeigen dagegen keine Beein-
flussung des VLDL ApoB- Metabolismus in FDB und FH im Vergleich zur Norm. Ob diese 
Diskrepanz durch die unterschiedliche Lage der Mutationen und damit resultierenden geän-
derten Konformation des Moleküls bedingt ist, erfordert noch weitere Untersuchungen. Ver-
schiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass vor allem der VLDL2- Stoffwechsel durch 
FDB verändert wird. 
Die IDL Fraktion wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgearbeitet. In anderen Studien 
wurde eine signifikante Reduktion der VLDL zu IDL- FTR in FDB und IDL zu LDL FTR in 
FH und FDB beschrieben. Aufgrund von zweifach erhöhtem IDL ApoB- Pool in FH war der 
ApoB- Input aus der IDL- Fraktion im Vergleich zum Normalen nicht verändert. Gaffney 
folgert daraus, dass der VLDL- Haushalt primär über den Transfer in andere Lipoproteinklas-
sen reguliert wird. Beide Ansätze, also sowohl die von Schaefer propagierte Kompensation 
von defektem Apo B durch Apo E, als auch der verminderte Nettotransfer von IDL zu LDL 
bei vergleichbarem LDL ApoB Abbau bieten eine plausible Erklärung für die geringere LDL- 
Cholesterin- Erhöhung in FDB gegenüber FH. Die Ergebnisse zum VLDL ApoB Metabolis-
mus in FH sind widersprüchlich. Cummings fand, im Gegensatz zu Gaffney, eine gesteigerte 
Produktionsrate und Poolgröße bei normalem Abbau als mögliche Folge einer gesteigerten 
VLDL Produktion infolge eines gesteigerten intrazellulären Cholesteringehaltes.  
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Genau wie Schaefer (107) sehen wir eine Annäherung der Tracer/Tracee- Kurven von VLDL 
ApoB und ApoE. Wir sehen im Gegensatz zu den ApoB- Proteinen bei den ApoE- Proteinen 
keinen verzögerten Abbau, aber auch keine gesteigerte Produktion wie bei dem homozygoten 
R3500Q- Patienten (107). Da der VLDL ApoB- Metabolismus bei gesunden, verglichen mit 
FDBMarburg- Patienten deutlich gesteigert ist und wir bei unsern ApoBMarburg- Trägern fast pa-
rallel verlaufende Tracer/Tracee- Kurven sehen, kann man daraus eine relative Kompensation 
von defekten Apo B-100 durch Apo E folgern. In FDB sinkt aufgrund des defekten Liganden 
Apo B die zelluläre Cholesterinaufnahme. Dies löst eine Hochregulation des LDL- Rezeptor- 
Promotors aus und führt zu einer Steigerung der intrazellulären LDL- Cholesterin- und LDL- 
Rezeptor- Produktion. Durch die vermehrte Anzahl intakter Rezeptoren können nun vermehrt 
LDL- Vorstufen über andere Liganden, insbesondere Apo E, in die Zelle aufgenommen wer-
den. Für diese These spricht auch die nahezu gleich schnelle Verstoffwechselung von VLDL 
ApoB und ApoE im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies weist darauf hin, dass möglicherwei-
se beide Apoproteine auf dem gleichen Partikel den Plasmapool verlassen. Auch IDL- und 
HDL- Partikel tragen Apo E auf ihrer Oberfläche und könnten so vermehrt über Apo E aufge-
nommen werden, was eine Erklärung für den reduzierten Nettotransfer von IDL nach LDL 
(44) wäre. Eine gesteigerte IDL ApoB FCR konnte Pietzsch dagegen nicht darstellen. Der 
Apo E- getriggerte Cholesterinreflux in die Zelle könnte eine Erklärung für die moderatere 
Erhöhung des Cholesterinspiegels in FDB im Vergleich zu FH sein. Die geringere Verweil-
dauer und Konzentration Apo E im Plasma bei homozygoten FDB- Patienten könnte einen 
möglichen Grund für die gedrosselte LDL ApoB PR darstellen (79). Schaefer konnte bei ei-
nem homozygoten FH- Patienten eine Reduktion der VLDL ApoB- und ApoE- FCR zeigen, 
da beide Liganden nicht an den defekten LDL- Rezeptor andocken können. Dies bewirkt eine, 
trotz der hohen LDL- Plasmacholesterinkonzentration, Hochregulation der intrazellulären 
LDL- Cholesterin- und LDL- Rezeptorproduktion. In FH müssen die LDL- Partikel bei nor-
malem Nettotransfer von den LDL- Vorstufen in die LDL- Fraktion vermehrt über andere 
Rezeptoren in die Zelle aufgenommen werden, vor allem über Scavenger- Rezeptoren und 
CD-36. 
Die Plasmawerte von HDL Cholesterin und HDL ApoA-I der FDBMarburg- Mutationsträger 
waren, ähnlich der Werte heterozygoter FH- Patienten normal. Dagegen waren in FH im Ge-
gensatz zu FDB die HDL ApoA-I FCR und PR verzögert. In einem homozygoten FH- Patien-
ten konnte Schaefer einen dualen Defekt im HDL- Cholesterinstoffwechsel darstellen (106). 
Die HDL ApoA-I FCR war gesteigert und die PR gedrosselt. Bei einem homozygoten FDB- 
Patienten konnte Schaefer eine gesteigerte FCR und PR von HDL ApoA-I darstellen (109). 
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Dies kann eine Ursache für die ausgeprägtere Atheroskleroseentwicklung in FH, verglichen 
mit FDB sein. Schaefer beschreibt, dass es durch fehlende exogene LDL- Cholesterinzufuhr 
in die Zelle zu einer Steigerung der HMG- CoA- Reduktase und einer Senkung der ApoA-I 
mRNA kommt (103). Er folgert aus Untersuchungen an Patienten mit Hyperalphalipoprotei-
nämie (97), dass bei gleichen HDL ApoA-I- Werten im Plasma eine reduzierte HDL ApoA-I 
PR mit einem geringeren vasoprotektiven Effekt assoziiert ist, als eine gesteigerte HDL apoA-
I- FCR. 
Die klinische Relevanz der neu entdeckten Apo BHis3543Tyr- Mutation zeigt sich auch in einer 
noch nicht abgeschlossenen Studie unserer Arbeitsgruppe zum in- vivo- Stoffwechsel der Mu-
tationsträger unter Therapie mit den beiden HMG - CoA- Reduktasehemmer Pravastatin (Pra-
vasin) und Atorvastatin (Sortis). Es kam unter beiden Medikamenten zu einer signifikanten 
Reduktion der Werte für TC. LDL- C. und Apo B-100. Unter Atorvastatin kam es zu einer 
Erhöhung von HDL- C., bei Pravastatin zeigte sich keine signifikante HDL- C. Erhöhung. Die 
Veränderung der Lipidwerte stimmen mit denen anderer Arbeitsgruppen überein (56). Die 
Reduktion von TC, LDL- C und Apo B-100 durch die HMG- CoA- Reduktasehemmern ist 
durch eine verminderte endogene Cholesterinproduktion und eine Hochregulation des LDL- 
Rezeptors bedingt. Die Erhöhung der HDL- C. Konzentration resultiert wahrscheinlich aus 
einer, durch intrazelluläre Rückkopplung bedingte Steigerung der ApoA-I- mRNA Synthese 
(103). 
Wir sahen in der Kinetikstudie, wie erwartet, eine deutliche Steigerung der LDL apoB FCR 
und eine Reduktion des LDL apoB Pools. In der HDL- Fraktion fiel eine gesteigerte ApoA-I- 
Konzentration auf, die auch bei gesunden Probanden beobachtet worden ist (108).  
In FDB kommt es durch eine vermehrte Expression funktionstüchtiger LDL- Rezeptoren zur 
vermehrten Aufnahme von Cholesterin über ApoE- tragende LDL- Vorstufen (TRL und IDL) 
und somit zu einer deutlichen Senkung der Cholesterinwerte im Plasma. Zu gleichen Ergeb-
nissen in Turnoveruntersuchungen bei Patienten mit moderater (134) und gemischter Hyperli-
poproteinämie (90) unter Pravastatintherapie kamen auch andere Arbeitsgruppen. 
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6. Zusammenfassung 
Wir fanden bei insgesamt 853 Patienten, die an unserer Klinik koronarangiographiert wurden, 
fünf Patienten mit einer Mutation im Apolipoprotein B-100 Gen. 
Eine Patientin der fünf gefundenen Mutationsträger war die Trägerin der bekannten 
FDBR3500Q- Mutation. Die R3500Q- Mutation ist die am besten beschriebene FDB- Mutation 
und bedingt einen Austausch der basischen Aminosäure Arginin gegen das neutrale Glutamin. 
Die Patientin zeigte in bezug auf Klinik und Lipoproteinparametern ein vergleichbares Ver-
halten, wie die, in anderen Untersuchungen, beschriebenen R3500Q- Mutationsträger. 
Wir konnten bei vier der fünf Patienten eine noch nicht beschriebene His3543Tyr- Mutation 
im Exon 26 des Apo B-100 Gens darstellen Die Mutation bedingt einen Austausch der basi-
schen Aminosäure Histidin gegen die neutrale Aminosäure Tyrosin. Es kommt zu einem Ver-
lust einer positiven Ladung in einem, für die ApoB-100- Konformation und die Bindung an 
den LDL- Rezeptor, elementaren Bereich des Apo B-100. Eine Beeinflussung des Lipopro-
teinhaushaltes durch zusätzliche Mutationen im LDL- Rezeptorgen oder durch den ApoE- 
Polymorphismus konnten wir ausschließen. Die ApoBMarburg- Mutation zeigt bei moderaterer 
Ausprägung der Hypercholesterinämie ein ähnliches klinisches Bild, wie die bisher beschrie-
benen FDB- Mutationen. 
Wir fanden in der in- vivo- Kinetikuntersuchung des Lipidstoffwechsels dieser Mutationsträ-
ger große Veränderungen, verglichen mit dem Lipidmetabolismus normaler Probanden. Die 
Veränderungen, besonders des ApoB-100- Stoffwechsels, stimmen mit den bisher beschrie-
benen Turnoveruntersuchungen der FDB- Mutationen R3500Q und R3500W überein. Auch 
bei unserer Mutation sehen wir die mehrfach vorbeschriebene Variationsbreite in der klini-
schen und metabolischen Ausprägung der FDB- Mutationen. Wir konnten, wie andere Ar-
beitsgruppen zuvor, die metabolischen Unterschiede zur familiären Hypercholesterinämie 
aufzeigen. 
In einer noch nicht publizierten in- vivo- Kinetikstudie zum Verhalten der Mutationsträger 
unter Pravastatin- und Atorvastatin- Therapie konnten wir eine günstige Beeinflussung der 
Lipidparameter und des Lipidstoffwechsels darstellen. 
Wir folgern aus diesen Gründen, dass es sich bei der His3543Tyr- Mutation um eine klinisch 
relevante Mutation handelt, die ähnliche klinische und metabolische Auswirkungen auf den 
Lipidstoffwechsel hat wie die bisher beschriebenen FDB- Mutationen. 
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Wir können noch keine Aussagen zur Häufigkeit dieser Mutation in der Allgemeinpopulation 
machen, aber in unserem KHK- Kollektiv war sie die häufigste Mutation, vergleichbar der 
Häufigkeit der R3500Q- Mutation in anderen KHK- Kollektiven. 
Es sind zur besseren Einschätzung der Auswirkungen der Mutation noch weitere Untersu-
chungen nötig, unter anderem ApoB-100- Bindungsstudien mit Fibroblasten, Laserlichtunter-
suchungen, um das Verhältnis defekter zu normaler LDL- Partikel zu kennen, Zellwachstums-
studien mit U937 Zellen und eine Aufarbeitung der mittels Ultrazentrifuge schon isolierten 
IDL- Fraktion. 
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8. Anhang 
8.1.Abkürzungen 
 
- ABC1    ATP Binding Cassette 1 
- Apo    Apolipoproteine 
- AS    Aminosäure 
- bp    Basenpaar 
- B-Site    Bindungsregion von Apo B-100 für den LDL-R. 
- CETP    Cholesterylester Transferprotein 
- CI    Chemische Ionisierung 
- CM    Chylomikronen 
- CR    Katabolismusrate 
- D    Deuterium 
- Da    Dalton 
- DGGE    Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese 
- E     Anreicherung 
- EI    Elektron Impakt 
- ER    Endoplasmatisches Retikulum 
- FCR    Fraktionelle Katabolismusrate 
- FDB    Familiär defektes Apolipoprotein B 
- FH    Familiäre Hypercholesterinämie 
- FSR    Fraktionelle Syntheserate 
- GC    Gaschromatograph 
- HDL    High Density Lipoproteine 
- HFBA    Heptafluorobutyricacid 
- HL    Hepatische Lipase 
- HLP    Hyperlipoproteinämie 
- HMG-CoA   3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzymA 
- IDL    Intermediate Density Lipoproteine 
- IE    Isotopen Anreicherung 
- IEF    Isoelektrische Fokusierung 
- IR    Isotopen Verhältnis (Isotope Ratio) 
- KHK    koronare Herzkrankheit 
- LCAT    Lecithin Cholesterin Acyltransferase 
- LDL    Low Density Lipoprotein 
- LDL-R.    LDL-Rezeptor 
- Lp    Lipoprotein 
- LPL    Lipoproteinlipase 
- LRP    LDL-Receptor Related Protein 
- MW    Mittelwert 
- MS    Massenspektrometer 
- PAGE    Polyacrylamid Gelelektrophorese 
- pAVK    periphere arterielle Verschlußkrankheit 
- PCR    Polymerase Chain Reaction 
- PR    Produktionsrate 
- Q    Tracee Pool 
- q     Tracer Pool 
- RT    Residenzzeit 
- RFLP    Restriction Fragment Length Polymorphism 
- SAAM    Simulation, Analysis And Modelling 
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- SD    Standard Deviation 
- SPSS     
- SR-A    Scavenger Receptor Class A 
- SR-BI    Scavenger Receptor Class B 1 
- SREBP    Sterol Regulatory Element Binding Protein 
- SSCP    Single Strand Conformational Polymorphism 
- t     Zeit 
- TAE-Puffer   Tris Acetic EDTA-Puffer 
- TC    Total Cholesterin 
- TEMED    N,N,N,N - Tetramethylethylenediamine 
- TZ    Triglyzeride 
- UZ    Ultrazentrifuge 
- VLDL     Very Low Density Lipoproteine 
 
 
 
 
 
 
8.2. Verzeichnis der akademischen Lehrer 
 
Meine akademischen Lehrer an der Philipps- Universität zu Marburg von Oktober 1995 bis 
April 2002 waren die Damen und Herren Professoren: 
Arnold, Aumüller, Basler, Baum, Beato, Berger, Bertalanffy, Berndt, Daut, Doss, Engel, En-
genhart- Cabillic, Czubayko, Fruhstorfer, Fuhrmann, Gemsa, Geus, Görg, Golenhofen, Got-
zen, Gressner, Griss, Grzeschik, Habermehl, Happle, Hasilik, Havemann, Herzum, Joseph, 
Kern, Klenk, Klaus, Klose, Koolmann, Kretschmer, Krieg, Kroll, Lange, Lennartz, Maisch, 
Mennel, Moll, Moosdorf, Mueller, Mutters, Neubauer, Oertel, Peters, Pfab, Prinz, 
Remschmidt, Richter, Röhm, Rothmund, Schachtschabel, Schäfer, Schmitz- Moormann, 
Schmidt, Schneider, Schüffel, Schulz, Seitz, Seyberth, Siegrist, Slencka, Steininger, Vogel-
meier, Voigt, Weihe, Werner, von Wichert, Wulf, Zelder. 
 
 
 
 
Anhang 116 
8.3.Publikationen 
Als Poster wurden veröffentlicht: 
• XI. Lipidmeeting Leipzig 08./09. Dezember 2000Schnelle und effektive präparative Iso-
lierung von ApoA-I, ApoB-100, Lp(a) und Fibrinogen mit an „Magnetic- Beads“ gekoppelten 
Antikörpern.Starke, A., A. Jolles, A. Hoffmann, M. Glanz, R. Hackler, M. Soufi, A. M. Satt-
ler, B. Maisch und J. R. Schaefer.Zentrum für Innere Medizin – Abteilung Kardiologie, AG 
Präventive Kardiologie, 
Klinikum der Philipps-Universität, D-35033 MarburgX. Kongress der deutschen Atheroskle-
rosegesellschaft Blaubeuren 2002 
Medikamentencompliance bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK) 
A. Starke, A.M. Sattler, K. Uffmann, M. Soufi, M. Rafat, M. Herzum, B. Maisch und J.R. 
Schäfer. 
Klinik für Innere Medizin – Abteilung Kardiologie, AG Präventive Kardiologie, 
Klinikum der Philipps-Universität, D-35033 Marburg 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8.4. Danksagung 
 
Anhang 117 
Mein besonderer Dank gilt PD. Dr. Jürgen Schaefer für die Betreuung und Überlassung des 
Themas der hier vorliegenden Doktorarbeit, sowie seinen Mitarbeitern Daniela Forge, Sabine 
Motzny, Ulrike Otte, Mostafa Rafat, Alexander Sattler, Rolf Hackler, Muhidien Soufi und 
meinen Mitdoktoranden Melanie Glanz, Andrea Hoffmann und Adam Jolles. Weiterhin 
möchte ich mich für die Möglichkeit der GC/MS/MS Messungen bei Herrn Dr. Horst 
Schweer bedanken. Mein besonderer Dank gilt meiner Familie für die gute Unterstützung in 
den beiden letzten Jahren. 
 
Anhang 118 
Lebenslauf 
 
!"Persönliche Daten 
Name:     Alexander Starke 
Geburtsdatum/-ort:   09.01.1976 in Mannheim 
Nationalität:    deutsch 
Anschrift:    Ockershäuser Allee 35, 35037 Marburg 
     Ab. 1.2.2003: Fehrfeld 44, 28203 Bremen 
Familienstand:   verheiratet, 2 Kinder 
 
!"Schulbildung: 
1982-1986 Grundschule Dudenhofen 
1986-1995 Hans- Purrmann- Gymnasium Speyer 
1995     Abitur 
 
!"Hochschulbildung: 
1995-2002 Studium der Humanmedizin an der Philipps-Universität 
Marburg 
1997     Ärztliche Vorprüfung 
1998     Erster Abschnitt der ärztlichen Prüfung 
2001     Zweiter Abschnitt der ärztlichen Prüfung 
2002     Dritter Abschnitt der ärztlichen Prüfung 
 
!"Klinische Tätigkeiten 
1998     Famulatur in der Inneren Medizin 
1999     Famulatur in der Anästhesie 
2000     Famulatur in der Kinder- und Jugendpsychiatrie 
2000     Praxisfamulatur in der Inneren Medizin 
1998-2001 Studentische Hilfskraft im Schlaflabor/Marburg (Durch-
führung polysomnographischer Aufzeichnungen) 
2001-2002 Wissenschaftliche Hilfskraft in der AG für präventive 
Kardiologie 
2001-2002 Praktisches Jahr am Klinikum der Philipps Universität 
Marburg mit Wahlfach Pädiatrie 
2003   AIP am Zentralkrankenhaus Links der Weser Bremen 
 
Anhang 119 
Ehrenwörtliche Erklärung 
 
Ich erkläre hiermit ehrenwörtlich, dass ich die dem Fachbereich Medizin Marburg zur Promo-
tionsprüfung eingereichte Arbeit mit dem Titel „Untersuchung der in- vivo- Kinetik von A-
poB3543 (ApoBMarburg) mittels stabiler Isotopentechnik“ unter der Leitung von Herrn Professor 
Dr. med. Jürgen R. Schaefer im Medizinischen Zentrum für Innere Medizin, Abteilung Kar-
diologie, Leiter Professor Dr. med. B. Maisch ohne sonstige Hilfe selbst durchgeführt habe. 
Bei der Abfassung der Arbeit habe ich keine anderen, als die in der Dissertation angeführten 
Hilfsmittel verwendet. Ich habe bisher an keinem in- und ausländischen medizinischen Fach-
bereich ein Gesuch um Zulassung zur Promotion eingereicht, noch die vorliegende oder eine 
andere Arbeit als Dissertation vorgelegt. 
Vorliegende Arbeit ist noch nicht publiziert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
-  Ort, Datum         Alexander Starke 
